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Abreviations

04: lipid antigen

AAVS: adeno-associated virus type 8
ACh: Acétylcholine

AD: autosomique dominant

ADAM?22: A Disintegrin And Metalloprotease 22
ADN: acide desoxyribonucléique

ADP: adenosine diphosphate

Ago 2: nucléase Argonaute 2

AP-1: activating protein-1

AP2a: Activator Protein 2 alpha

AR: autosomique recessive

ARIA: Acetylcholine Receptor Inducing Activity
ARN: Acide ribonucléique

ARNi: ARN interference

ATP: adenosine triphosphate

BA: bourgeonnement axonal

BDNF: Brain-derived Neurotrophic Factor
BFABP: brain fatty acid-binding protein
pb: paire de base

BSA: bovine serum albumine

Cad19: Cadhérine 19

cAMP: cyclic adenosine monophosphate
Caspr: Contactin-associated protein

Caspr2: Contactin-associated protein 2



Cdc42: Cell division Cycle 42

c¢DNA: complementary Deoxyribonucleic acid

CEC: couplage excitation-contraction

CHD4: Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4
CHN: congenital hypomyelinating neuropathy

CMT: Charcot-Marie-Tooth

CMT1: Charcot Marie Tooth disease type I

CMT2: Charcot Marie Tooth disease type II

CNTF: Ciliary neurotrophic factor

condPou3f1:MPZ(Cre): Pou3fl conditional transgenic mouse
CpG-TLRY: Cytosine phosphate Guanine Toll- like receptor9
Cx29: Connexin 29

Cx32: Connexin 32

DDH: desert hedgehog

DDX20: DEAD box polypeptide 20

DG: dystroglycan

DHPR: Dihydropyridines

DI-CMT: CMT de type dominant et intermédiaire
DI-CMTB: Charcot marie tooth disease B dominant et intermediaire
DNM2: dynamin2

Dok?7: docking protein 7

dsDNA: double-stranded DNA

dsRNA: double-stranded RNA

DSS: Dejerrine sottas syndrome

DSSA: Dejerrine sottas syndrome A



DSSB: Dejerrine sottas syndrome B

E14: embryon days 14

ECM: Extracellular Matrix

EGR2: Early Growth Response?2

ErbB1 ou HER ou EGFR: Human epidermal growth factor receptor 1
ErbB2 ou HER2: Human epidermal growth factor receptor 2
ErbB3: Human epidermal growth factor receptor 3
ET: endotheline

FAK: focal adhesion kinase

FGF: Fibroblast Growth Factor

Fig: Figure

GalC: galactosylceramidase

GAP43: Growth Associated Protein 43

GAS3: Human Growth arrest-specific gene 3
GDNEF: glial cell derived neurotrophic factor
GFAP: Glial Fibrillary acidic protein

GGF: Glial Growth Factor

GJB1: Gap Junction Beta-1 protein

GJB3: geéne de la connexin-31

Gpr126: g-protein coupled receptor 126

GTP: Guanosine triphosphate

HCF1: Host Cell Factor 1

HDACT: Histone Deacetylase 1

HDAC2: histone deacetylase 2

HMG CoA: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase



HMG-box: the high-mobility group

HMG-CoA: 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase
HNK-1: Human Natural Killer-1

HRG: Heregulin

HSPB1or HSP27: heat shock protein B1.

IGF: insulin-like growth factor

J1: premier jour postnatal

KIF1B: kinesin family member 1B

KO: knock-out

LIF: Leukemia Inhibitory Factor

Lig4: ligase IV, DNA, ATP-dependent

LITAF: Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor
LNGFR: Low- affinity nerve growth factor receptor
MAG: Myelin-associated Glycoprotein

MAL: myelin and lymphocyte protein

MBP: Myelin Basic Protein

MCP: monocyte chemoattractant protein-1

MFN2: mitofusine?2

miARN: micro ARN

MLL H3K4: The mixed-lineage leukemia methylation of lysine 4 of histone 3
MPZ ou P0O: myelin protein zero

mSCE: myelin associated Schwann cell enhancer

MuSK: muscle skeletal receptor tyrosine kinase

Ncad: N-cadherin

NCAM (L1): Neural Cell Adhesion Molecule


http://en.wikipedia.org/wiki/Histone_3

NDF: Neu Differenciation Factor

NEFL : neurofilament light chain gene

NFkB: Nuclear Factor-KappaB

NgCAM: neuron-glia cell adhesion molecule

NGF: Nerve Growth Factor

NHHP: neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la pression
NHMS: Neuropathie héréditaire motrice avec déficit sensitive
NHSA: neuropathie héréditaire sensitive et autonome

NMH: neuropathie motrice héréditaire distale

NrCAM: Neuronal cell adhesion molecule

NRG1: Neuregulinel

NT3: neurotrophine 3

NuRD: The nucleosome remodeling and histone deacetylase
NVC: neovascularisation choroidienne

Oct6 (Pou3fl): organic cation/carnitine transporter 6

P65: transcrription factor p65

P75NTR: p75 neurotrophin receptor

PAZ: Piwi/Argonaute/Zwille

PBS: phosphate buffer saline

PDGF: platelet-derived growth factor

pDNA: plasmid DNA

PIDC: Polyradiculonévrite Inflammatoire Démyélinisante Chronique
PKA: protéine kinase A

PKR: Protein Kinase R

PLP: proteolipid protein



PMD: Pelizaeus-Merzbacher disease

PMP22: Peripheral Myelin Protein 22 kDA
POU3F1 (Oct-6): POU class 3 homeobox 1
Pou3f2 (Brn2): POU class 3 homeobox 2
POUG6F1: POU class 6 homeobox 1

PRX: periaxin

RAB7: RAS-associated GTP-binding protein gene
Racl: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RACh: Récepteur d’acétylcholine

RER: reticulum endoplasmique rugueux

RET: récepteur a activité tyrosine kinase

RISC: RNA-induced silencing complex

RS: reticulum sarcoplasmique

RT-qPCR: Real Time quantitative polymerase chain reaction
RyR: Ryanodine

Scip: suppressed cAMP-inducible POU

SCP: Schwann Cells Precursors

SCP-like cells: Schwann cells precursors like cells
Ser276: serine 276

shRNA: short hairpin RNA

siRNA: small interfering RNA

SMARD: neuropathie axonale grave infantile avec insuffisance respiratoire
SMDF: Sensory and motor neuron-derived factor
SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Systeme Nerveux Périphérique



Sox10: SRY-box containing gene 10

Sox11: SRY-box containing gene 11

Sox2: SRY-box containing gene 2

SREBP: Sterol regulatory element binding proteins
Tg80: Transgenic line 80

TGFp: Transforming Growth Factor 3

TLR3: Toll-like receptor-3

TLRY: Toll-like receptor 9

Tr: Trembler

Tr-J: Trembler J

UM: unité motrice

UPR: a canonical unfolded protein response
VEGFA: vascular endothelial growth factor A
VEGFRI1: vascular endothelial growth factor receptor 1

YARS: tyrosyl-tRNA synthetase
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AVANT PROPOS

Mon travail de these a débuté en Octobre 2010 au sein du laboratoire de biomolécules
et thérapies anti-tumorales EA 4021 dirigé par le Pr. Franck Sturtz et s’est poursuivi dans la
nouvelle équipe EA 6309 créée en 2011, dédiée a la maintenance myélinique et neuropathies
périphériques et dirigée par le Pr. Benoit FUNALOT. C’est dans cette nouvelle équipe que ma
theése a été spécifiquement faite, une équipe spécialisée dans la recherche sur les maladies des
nerfs périphériques. Les principaux objectifs de cette équipe est de chercher a comprendre les
mécanismes de la maintenance de la gaine de myéline périphérique, dans ses aspects
physiologiques et pathologiques en considérant la cellule de Schwann (cellule myélinisante du
nerf périphérique), les relations entre cellules de Schwann et axones et les relations entre
cellules de Schwann et matrice extracellulaire puis de caractériser les dysfonctionnements du
processus en situation pathologique (neuropathies génétiquement déterminées ou neuropathies
acquises, en particulier inflammatoires chez ’homme malade et dans des mod¢les animaux).
Cette €quipe s’intéresse ¢galement aux recherches a visée thérapeutique dans les neuropathies
périphériques qui comprennent la mise au point de modeles (en particulier cellulaires) de
neuropathies démyélinisantes, dans le but de les utiliser pour tester différentes approches
thérapeutiques, comme [’utilisation d’hydrogels pour la libération prolongée de molécules
actives.

Le systeme nerveux périphérique est la partie du systeme nerveux qui fait circuler

I’information entre le systéme nerveux central et les organes. Il est formé des ganglions et des
nerfs périphériques. Les pathologies impliquant un dysfonctionnement des nerfs périphériques
sont nombreuses, certaines sont liées a une atteinte de 1’axone de la cellule nerveuse et d’autres
a une atteinte de la gaine de myéline. La myéline est indispensable pour la propagation saltatoire
de I’influx nerveux dans le systéme nerveux périphérique.
Les dysfonctionnements persistants de la myéline périphérique résultent éventuellement d’une
dégénérescence axonale et une perte sensitive dans des maladies telles que les neuropathies
démyélinisantes héréditaires comme la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) (Warner et al.,
1999a; Houlden et Reilly, 2006).

La mise en place de la gaine de myéline et son maintien du point de vue fonctionnel
nécessite I’expression constante de facteurs de transcription.

La haute vitesse de conduction des fibres nerveuses est une caractéristique des vertébrés

supérieurs et dépend de spécialisations structurelles et moléculaires mises en place au cours du



développement. Ces spécialisations se produisent entre les neurones et ses cellules gliales
associées, ce qui permet la formation de la gaine de myéline, importante structure membranaire
qui entoure et isole les axones (Arroyo et Scherer, 2000; Fields et de Stevens-Graham, 2002;
Mirsky et al. 2002). Deux types de cellules gliales produisent la myéline: les oligodendrocytes
dans le systeme nerveux central et les cellules de Schwann dans le systéme nerveux
périphérique. Bien qu’organisée de facon similaire, la composition moléculaire de la myéline
du systeme nerveux central et périphérique présente des différences significatives de telle sorte
que les cellules de Schwann et oligodendrocytes ont besoin d’ensemble de régulateurs
transcriptionnels différents pour coordonner la myélinogenese. Durant les premiers jours du
développement postnatal, de nombreuses cellules de Schwann établissent une relation 1:1 avec
les axones, cessent de proliférer et initient la formation de la myéline de maniere qu’a 1’issue
de la premiere semaine postnatale, tous les axones a myéline compétente sont activement
myélinisés, les cellules de Schwann qui restent associées a des fibres de plus faibles calibres se
séparent de ces fibres sans les avoir myélinisées (Webster 1993). Des informations
significatives ont été accumulées ces dernieres années sur les facteurs de transcription
impliqués dans la différenciation des cellules de Schwann ainsi que le processus de
myélinisation. Ces facteurs de transcription incluent EGR2, Sox10 et le domaine de la protéine
POU: Pou3f1 (Oct-6), Scip, Tst-1 (Topilko et Meijer 2001; Jaegle et al. 2003). Des expériences
en ciblant des geénes chez la souris ont permis d’identifier le réle fonctionnel de ces facteurs et
’ordre possible de leur action.

Sox10 est nécessaire au début du développement pour 1’établissement et/ ou 1’entretien
des précurseurs des cellules de Schwann de la créte neurale (Britsch et al. 2001). Au cours des
stades suivants du développement, Oct6 et Krox20 sont tous les deux impliqués dans la
différenciation des cellules de Schwann myélinisantes. La mise en place et le maintien d’une
gaine de myéline fonctionnelle est indispensable durant toute la vie entiere (plusieurs
décennies). De nombreuses publications existent sur le processus de myélinisation mais peu sur
la maintenance d’une gaine de my¢line fonctionnelle.

Il a été déja mis en évidence in vivo qu’EGR2 est un facteur de transcription qui assure la
maintenance de la myéline périphérique (Decker et al., 2006).

L’objectif de ma theése est d’identifier in vitro mais aussi in vivo les (des) facteurs
impliqués dans cette maintenance myélinique par transfection de co-culture de cellules de
Schwann et de neurones provenant d’embryon E17 de rats avec des siARN mais aussi en les
injectant dans le nerf sciatique de rat adulte de sorte a induire une extinction spécifique de genes

candidats puis en observant la répercussion sur les protéines myéliniques et le taux d’expression
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de ces genes (EGR2, POU6F1, Sox2, GFAP, GAPDH, TBP, HPRT, Dicer). Nous avons
d’abord montré que les siRNA non targeting pouvaient étre transfectées efficacement dans les
cellules de Schwann et neurones de co-culture mais pouvaient aussi, une fois injecté dans le
nerf sciatique de rat adulte, rester a I’intérieur pendant plusieurs jours aprés I’injection sans
entrainer de demyelinisation significative. Nous avons également pu montrer que les siRNA
anti-EGR2 pouvaient entrainer une reduction de I’expression d’EGR2 de 50-60% comparé aux
siRNA contrdles non targeting et les siRNA anti dicer une reduction de 60-70% par rapport aux
contrdles non targeting. L’injection de siRNA anti-Egr2 dans le nerf sciatique de rat adulte a
entrainé une demyelinisation rapide et significative caractérisée par la perte de I’expression de
PO dans la zone injectée (par des techniques immunohistochimiques et par observation directe
de la démyelinisation au microscope optique sur coupes semi-fines et en coupes ultra-fines au
microscope électronique). Contrairement, 1’injection de siRNA controle non targeting ou de
serum physiologique n’entraine pas de démyelinisation significative. Nous avons aussi étudié
I’effet d’une substance chimique (la L-a-lysophosphatidylcholine) sur la gaine de myéline et
I’expression de ces facteurs de transcription.

Pour ce faire, nous avons eu une collaboration avec 1’Ecole Normale Supérieure (ENS)
de Paris pour la mise au point de la technique de co-culture de neurones de ganglions rachidiens
postérieurs d’embryons et de cellules de Schwann de nerf sciatique de rat (E15-E17). Nous
avons par la suite adopté une technique de culture organotypique (culture de I’ensemble des
cellules de ganglions rachidiens postérieurs sans passer par des étapes de purification), ce qui
permet de réaliser une myélinisation similaire a celle in vivo puisque I’ensemble des cellules
(fibroblastes, cellules de schwann,...) présentes autour du nerf sciatique in vivo est aussi

présente dans nos cultures.



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

PARTIE I : PHYSIOLOGIE DU SYSTEME NERVEUX
PERIPHERIQUE

I. CELLULES ET INTERACTIONS DANS LE SYSTEME NERVEUX
PERIPHERIQUE

A. La cellule de Schwann

1. Introduction sur la cellule de Schwann

Les deux principaux types cellulaires du nerf périphérique adulte sont les cellules de Schwann
myélinisantes qui entourent les axones larges et les cellules de Schwann non myélinisantes qui
entourent les petits axones au niveau des invaginations de leurs surfaces. Une des
caractéristiques de ces cellules est leur plasticité. Cette propriété de dédifférenciation aussi bien
chez les cellules de Schwann myélinisantes que non myélinisantes survient suite a une section
du nerf ou a une 1€sion par écrasement mais il est aussi observé quand les cellules de Schwann
se dédifférencient dans des cultures sans neurones. Les cellules de Schwann dédifférenciées ont
un phénotype moléculaire qui présente beaucoup de similitudes avec celui des cellules de
Schwann immatures au cours du développement. Au cours de la dédifférenciation, les cellules
de Schwann myélinisantes régulent négativement les molécules associées a la myéline,
expriment de nouveau les molécules d’adhésion cellulaire comme la molécule d’adhésion de la
cellule neurale (NCAM) et L1, expriment des facteurs de croissance et des cytokines qui
contribuent a la régénération axonale (Jessen et Mirsky, 2005).

Les cellules de Schwann, cellules gliales du systeme nerveux périphérique sont connues
pour leur capacité a produire la gaine de myéline, gaine indispensable a la conduction rapide
de l'influx nerveux. Elles enveloppent toutes les fibres nerveuses du systéme nerveux
périphérique depuis leur attache a la moelle épiniere et au cerveau jusqu’a leur terminaison.
Une cellule de Schwann présente un noyau hétérochromatique habituellement aplati et situé au
centre de la cellule, de nombreuses mitochondries, des microtubules et des micro-filaments,
souvent plusieurs lysosomes, un réticulum endoplasmique granulaire peu développé et un
appareil de golgi petit. Ce sont des partenaires multifonctionnels et indispensables pour les

neurones puisqu’elles interviennent dans :



e le développement: les cellules de Schwann participent a la survie des neuroblastes, des
neurones et a la pousse des axones en produisant des facteurs neurotrophiques et une
matrice extracellulaire.

e le fonctionnement: les cellules de Schwann jouent un rdéle prépondérant dans la
conduction de I'influx nerveux en isolant électriquement les fibres nerveuses, en
provoquant la concentration des canaux ioniques neuronaux au niveau des nceuds de
Ranvier et en contrdlant I’environnement ionique des neurones.

e la régénération: une caractéristique majeure des cellules de Schwann est qu’elles
permettent la réparation des 1ésions nerveuses lors de la dégénérescence Wallérienne,

en éliminant les débris cellulaires et en stimulant la régénération des fibres nerveuses.

2. Le développement des cellules de Schwann

Les cellules de Schwann myélinisantes et non myélinisantes du nerf moteur adulte dérivent des
cellules de la créte neurale (Lobsiger et al., 2002). Les cellules de Schwann des racines
postérieures et ventrales et les cellules gliales satellites dans le ganglion proviennent d’autres
« pools » cellulaires comme les «boundary cap cells» (Maro et al., 2004). Trois principales
transitions développementales sont impliquées. Premierement, les précurseurs des cellules de
Schwann qui occupent les troncs nerveux chez les embryons de 12 — 13 jours chez la souris,
sont issus de la migration des cellules de la créte neurale. Ensuite, les précurseurs des cellules
de Schwann se transforment en cellules de Schwann immatures qui occupent les nerfs des
embryons entre le 15°™ etle 16°™ jour de la gestation chez le rat. Enfin, autour de la naissance,
ces cellules commencent a se transformer premierement en cellules de Schwann myélinisantes
et aussi en cellules de Schwann non myélinisantes trouvées au niveau des nerfs adultes. Tous
ces points de transition impliquent un choix de devenir parce qu’in vivo, les cellules de la créte
neurale donnent lieu a plusieurs d’autres types cellulaires en dehors de la glie, les précurseurs
des cellules de Schwann génerent des cellules de Schwann immatures et des fibroblastes
endoneurales et les cellules de Schwann immatures deviendront soit myélinisantes, soit non-
myélinisantes en fonction des axones avec lesquels elles se sont associées (revu dans Jessen et
Mirsky, 2005).

Les signaux extracellulaires qui contrlent ce choix de devenir de la lignée des cellules de
Schwann ne sont pas bien connus de méme que les mécanismes qui activent les cellules de la

créte neurale pour entrer dans la lignée gliale in vivo. Cependant, a travers des expériences in



vivo et in vitro, 3 signaux cellulaires (de cellule a cellule) ont été identifiés jouant le role de
régulateur du développement des cellules de Schwann. Ce sont la neureguline-1 qui possede
des fonctions dans le développement et la myélinisation du nerf, I’endotheline qui est impliquée
dans la transition SCP/cellule de Schwann et la signalisation de Notch (Brennan et al., 2000;
Garratt et al., 2000b; Wakamatsu et al., 2000; Kubu et al., 2002; Nave et Salzer, 2006). En plus
de ces signaux, les molécules de la matrice extracellulaire et leurs récepteurs jouent
d’importants rdles dans la prolifération des cellules de Schwann, dans le tri des axones qui a
lieu au début de la myélinisation et la myélinisation elle-méme (Court et al., 2006; Chen et al.,
2007). Ceci inclut des molécules comme LG14 et ADAM 22 (Sagane et al., 2005; Bermingham
et al., 2006), des laminines et leurs récepteurs, des intégrines 1, des dystroglycanes et de petits
GTPases (Chen et Strickland, 2003; Court et al., 2006; Benninger et al., 2007; Nodari et al.,
2007). Deux facteurs de transcription sont indispensables pour le développement des cellules
de Schwann. Le premier, Sox10 est essentiel pour la genese des «earliest cells» dans la lignée
des cellules de Schwann, il est aussi impliqué dans la myélinisation (Britsch et al., 2001;
Schreiner et al., 2007) tandis que le second Krox20, est essentiel pour la myélinisation (Topilko
et al., 1994; Topilko et Meijer, 2001).

Chez des souris présentant une invalidation de Krox20, les cellules de Schwann adoptent
une relation 1 :1 avec les axones mais ne peuvent pas procéder a la myélinisation, ce phénomene
est révélateur de I’importance de ce facteur dans la régulation du programme de myélinisation
(Topilko et al., 1994). 11 est aussi impliqué dans la maintenance a long terme de la myéline car
une excision induite par le tamoxifene entraine dans des nerfs une démyélinisation et une
dédifférenciation (Decker et al., 2006). Par ailleurs, une transfection de Krox20 dans des
cultures de cellules de Schwann dédifférenciées de souris ou de rats provenant de nouveaux nés
permet d’induire une gamme de geénes et de protéines de myéline (Nagarajan et al., 2001;
Parkinson et al., 2004). Il inactive aussi la réponse proliférative des cellules de Schwann en
culture induite par la neuregulinel et la réponse apoptotique de TGF qui sont tous les deux
caractéristiques du phénotype des cellules de Schwann immatures (Zorick et al., 1999;
Parkinson et al., 2001; 2004). D’autres facteurs de transcription tels que Oct6 et dans une
moindre mesure, Brn-2 sont requis pour un «timing» correct de la myélinisation bien que les
études in vitro suggerent que le facteur de transcription NFkB est impliqué dans le contrdle de
I’expression d’Oct-6 et est par conséquent susceptible d’étre impliqué dans le «timing» de la
myélinisation (Topilko et Meier, 2001; Jaegle et al., 2003; Nickols et al., 2003). In vivo, les

précurseurs des cellules de Schwann et les cellules de Schwann immatures proliferent



rapidement avec un pic d’incorporation d’ADN au stade de cellules de Schwann immatures
(Stewart et al., 1993; Yu et al., 1995).

La division cellulaire est compatible avec le processus de différenciation qui transforme le
phénotype des cellules de la créte neurale, premierement a celui des précurseurs des cellules de
Schwann et ensuite a celui des cellules de Schwann immatures. Ce n’est qu’a la sortie du cycle
cellulaire qu’a lieu la transition finale qui assure le passage des cellules de Schwann immatures
aux cellules de Schwann myélinisantes et non myélinisantes. Une caractéristique remarquable
de la lignée des cellules de Schwann est la réversibilité rapide de cette dernicre étape de
développement. La suppression du contact des cellules de Schwann avec les axones initie
I’inversion qui peut étre réalisée soit par 1ésion du nerf in vivo ou en mettant en culture des
cellules de Schwann de nerf sans neurones. Aussi bien in vivo qu’in vitro, le processus implique
la régression du développement, la dédifférenciation des cellules de Schwann individuelles et
une détérioration de la myéline. In vivo, les cellules de Schwann commencent a digérer leur
propre myéline et dans les stades ultérieurs du processus, ce phénomene est soutenu par les
macrophages (Hirata et Kawabuchi, 2002). Par cette voie, les inhibiteurs associés a la myéline,
a la régénération de 1’axone seraient supprimés. Ne possédant plus les caractéristiques
moléculaires et structurales des cellules de Schwann myélinisantes ou non myélinisantes, ces
cellules commencent a proliférer, expriment de nouveau les marqueurs des cellules de Schwann
immatures et aussi les molécules stimulant la croissance axonale comme L1 et NCAM. Elles
régulent aussi positivement 1’expression de facteurs trophiques, de cytokines comprenant le
NGF, le BDNF, le GDNF, la LIF, la MCP et des molécules de la matrice extracellulaire incluant
la laminine-2 et 8 (Chen et al., 2007). Le phénotype de ces cellules de Schwann dénervées est
tres proche de celui des cellules de Schwann immatures avant la myélinisation, elles forment
un substrat favorable pour la repousse des axones. Suite a une réassociation avec des axones,
ces cellules se redifférencient et myélinisent facilement au cours de la régénération du nerf
(Fawcett et Keynes, 1990; Scherer et Salzer, 2001). Le processus de dédifférenciation dépend
de D’activation de voies de signalisation particulieres et de facteurs de transcription. Ces
signaux, qui s’opposent aux régulateurs positifs de la myélinisation comprenant 1’activation de
Krox20, de cAMP et les signaux axonaux de la myélinisation comme la neureguline-1 peuvent
étre collectivement appelés régulateurs négatifs de la myélinisation. L’identification de
régulateurs négatifs de la myélinisation c'est-a-dire les voies de signalisation spécifique et de
facteurs de transcription qui inhibent ou inversent la myélinisation rend possible la visualisation
de I’état de la my¢élinisation des cellules de Schwann tel que déterminé par la balance entre les

systemes de signalisation opposés. D’autres transitions dans la lignée peuvent aussi étre
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réversibles. Bien que I’inversion du phénotype des cellules de Schwann immatures entrainant
une reconstitution des précurseurs des cellules de Schwann n’ait pas été observée, 1’analogie
avec d’autres tissus suggere qu’il pourrait bien étre possible. Les précurseurs des cellules de
Schwann ont un phénotype cytoarchitectural unique, des molécules associées aux cellules
gliales spécifiques qui les différencient sans ambiguité a partir des cellules de la créte neurale
et d’autres cellules dérivées de la créte (Jessen et Mirsky, 2005 ; Wanner et al., 2006a). Dans
leur signalisation normale dans le développement des troncs nerveux, bien que la majorité
devient des cellules de Schwann, une minorité devient des fibroblastes endoneurales mais en
culture, elles peuvent aussi générer des neurones et des cellules de muscles lisses (Morrison et
al., 1999 ; Joseph et al., 2004). Il est aussi possible que méme si la plupart des cellules rentrent
dans I’étape de développement suivante a chacune des trois principales transitions, une
population résiduelle peut conserver les caractéristiques du stade plus précoce. En plus des
précurseurs des cellules de Schwann, les nerfs d’embryons E14 de rat hébergent une population
différente de cellules (10-15% du nombre total des cellules) qui ressemblent aux cellules de la
créte neurale bien que ces cellules soient plus décalées vers la lignée gliale que les cellules
migrantes de la créte neurale (Morrison et al., 1999 ; 2000). Il est aussi possible que des « SCP-
like cells » soient aussi présents dans les nerfs périnataux (Bixby et al., 2002) et méme les nerfs
adultes peuvent contenir des cellules avec un phénotype précoce correspondant aux précurseurs
de cellules de Schwann (Rizvi et al., 2002). Beaucoup d’autres tissus incluant le systéme
nerveux central, le systtme nerveux entérique, le systtme musculaire et hématopoiétique
regorgent des populations cellulaires avec un potentiel de développement reminiscent au début

du développement dans leur lignée respective.

3. Les différentes étapes de développement des cellules de Schwann : Analyse de la
lignée schwannienne

L’utilisation d’un ensemble de marqueurs bien défini a grandement facilité ’analyse des étapes
de développement des cellules de Schwann. La transition de la créte neurale a I’étape de
précurseurs de cellules de Schwann est marquée par I’apparition des acides gras du cerveau
couplés a des protéines (comme la BFABP chez la souris), d’ARNm de PO, de la connexine 29
et de la cadhérine 19 (Jessen et Mirsky, 2005 ; Li et al., 2007). La cadhérine est régulée
négativement, il est le seul marqueur caractéristique qui est limité aux précurseurs des cellules

de Schwann, au moins in vivo (Takahashi et Osumi, 2005).



Les cellules de Schwann immatures expriment S100B, GFAP et ’antigéne glycolipidique 04,
des molécules qui ne sont pas exprimées ou exprimées a des niveaux tres bas par les précurseurs
des cellules de Schwann. A la transition entre les précurseurs des cellules de Schwann et les
cellules de Schwann, le facteur de transcription AP2a et la cad19 sont régulés négativement
(Jessen et Mirsky, 2005). Au début de la myélinisation, les molécules associées a la myéline
incluant Krox-20, la MAG, la periaxin, la PO, la MBP, la PMP22, et la galactocérébroside sont
fortement régulées positivement. La myélinisation est accompagnée par une vaste régulation
négative d’un ensemble de molécules qui caractérise le stade immature tel que la L1, la NCAM
et le récepteur p75 de la neurotrophine. La plupart d’entre elles reste exprimée par les cellules
de Schwann matures non myélinisantes. De plus, ces cellules expriment au moins deux
molécules, I’integrin a 11 et la galactocérébroside qui ne sont pas exprimées par les cellules de
Schwann immatures (Jessen et Mirsky, 2005). L’inversion du phénotype moléculaire des
cellules myélinisantes a un phénotype similaire a celui des cellules de Schwann immatures est
observée apres une 1ésion du nerf ou quand les cellules myélinisantes sont dissociées des axones
qu’elles enveloppaient. Aussi, une différence significative a été montrée dans 1’expression des
ARNm entre le stade myélinisant et le stade immature mais a présent, peu de ces études ont été
définitivement validées comme marqueurs de transition dans la lignée (Araki et al., 2001 ;
Nagarajan et al., 2001 ; 2002 ; Bermingham et al., 2002 ; Verheijen et al., 2003 ; Buchstaller et
al., 2004 ; Le et al., 2005a ; 2005b ; Bosse et al., 2006 ; D’ Antonio et al., 2006a).
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Figure 1: Les phénotypes caractéristiques de chacune des étapes clées du développement
embryonnaire. Les cases au dessus montrent le profil moléculaire de chaque étape. Les cases
jaunes montrent les molécules exprimées par tous les trois types cellulaires tandis que les autres
cases montrent des molécules restreintes a certains stades. GAP43, PMP22, PLP sont des
protéines qui apparaissent aussi sur les neuroblastes/neurones précoces. 04 et Oct6 sont des
marqueurs dépendant des axones pour leur expression. GFAP est le marqueur tardif dans la
genese des cellules de Schwann parce qu’une expression significative n’est pas observée autour
de la naissance. S100, les précurseurs des cellules de Schwann sont négatifs a S100 et les
cellules de Schwann sont positives a S100. En utilisant les techniques immunohistochimiques,
des niveaux bas de S100 ont été cependant détectés dans plusieurs précurseurs de cellules de
Schwann de souris quand la sensibilit¢ de la technique est augmentée. La Cadl9 est

exclusivement exprimée par les SCPs. Chaque stade de développement implique des relations
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caractéristiques avec les tissus voisins et des propriétés distinctes de la signalisation cellulaire.
Par exemple, les cellules de la créte neurale s’associent a la matrice extracellulaire et migrent a
travers cette derniere. Au contraire, les précurseurs des cellules de Schwann et les cellules de
Schwann sont intégrés aux neurones (axones) avec un espace minimal extracellulaire les
séparant de la membrane de la cellule nerveuse, une caractéristique des cellules gliales dans le
systeme nerveux périphérique et central. La lame basale est absente des cellules migrantes de
la créte neurale et des SCPs mais apparaissent sur les cellules de Schwann. In vitro, la
neureguline 1 soutient la survie des précurseurs des cellules de Schwann et des cellules de
Schwann, de méme que des facteurs tels que le FGF, I'IGF, I’endotheline, le PDGF et la
neurotrophine 3. Les cellules de Schwann ont aussi des circuits de survie autocrine qui sont

absents des précurseurs des cellules de Schwann. (d’apres Jessen et Mirsky, 2005).

a. Les cellules de la créte neurale et les précurseurs des cellules de Schwann

Les précurseurs des cellules de Schwann définissent le premier stade de différenciation de la
glie dans les troncs nerveux périphériques (Jessen et al., 1994 ; Dong et al., 1995 ; 1999 ; Jessen
et Mirsky, 2005 ; 2007). La plupart ou toutes les cellules des nerfs des membres des embryons
de rat E14/E15 (E12/E13 pour la souris) sont des précurseurs des cellules de Schwann bien
qu’il soit possible qu’un petit nombre de cellules dérivées de la créte neurale subsiste dans ces
nerfs. Les cellules de la périphérie de la capsule trouvées dans les racines ventrales et dorsales
a ce stade sont distinctes des précurseurs des cellules de Schwann. In vivo, les cellules de la
périphérie de la capsule donnent naissance a presque toutes les cellules de Schwann des racines
dorsales et génerent aussi une petite population de neurones sensitifs (Maro et al., 2004).
Contrairement aux cellules de Schwann, ils expriment transitoirement Krox20 au stade précoce
du développement (autour de E10) et ont des fonctions importantes dans le maintien du systéme
nerveux central et périphérique (Maro et al., 2004 ; Bron et al., 2007). Les précurseurs des
cellules de Schwann sont insérés en apposition aux axones, une caractéristique universelle des
cellules gliales du systeme nerveux central et périphérique. Contrairement aux nerfs plus agés
ou il y a des tissus de conjonction fibreux contenant des vaisseaux sanguins entourant les unités
formées par les axones et les cellules de Schwann, les nerfs de rats E14 ou souris E12 sont
compacts et ne possedent pas significativement de tissus de conjonction ou de vaisseaux. Les
axones aussi bien que les précurseurs des cellules de Schwann sont fortement positifs a la N-
cadhérine a ce stade. In vivo, dans les nerfs sciatiques de rat, comme les cellules de Schwann
immatures sont générées, la N-cadhérine est régulée négativement bien qu’en culture, la N-

cadhérine soit aussi exprimée par les cellules de Schwann en réponse a une signalisation de
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neureguline (Wanner et al., 2006a ; 2006b). Dans des nerfs E14 et E15, la plupart des cellules
ont le phénotype de précurseurs de cellules de Schwann, tandis qu’a E18, la plupart de celles-
ci ont des propriétés de cellules de Schwann immatures. Dans ces nerfs, la transition entre les
précurseurs des cellules de Schwann et les cellules de Schwann est centrée au 16°™ jour du
stade embryonnaire. Chez les souris, la conversion correspondante a lieu deux jours avant
(Dong et al., 1999 ; Wanner et al., 2006b). A E14, les précurseurs de cellules de Schwann de
rat expriment un niveau tres bas de S100 cytoplasmique comparable aux cellules de Schwann
immatures trouvées dans le nerf a E18. Par ailleurs, les cellules de Schwann E18 et des nerfs
plus agés dissociés d’axones et mises en culture survivent sans ajout de facteurs alors que les
précurseurs des cellules de Schwann a E14 meurent rapidement sans ajout de facteurs de survie
quelle que soit la densité cellulaire. Cette différence de régulation de survie est due a la présence
de circuits de survie autocrines dans les cellules de Schwann qui ne sont pas présents au niveau
des précurseurs des cellules de Schwann. La survie des précurseurs des cellules de Schwann
dépend de la signalisation par les axones de la juxtacrine neuregulinel type III (Dong et al.,
1995 ; Meier et al., 1999 ; Jessen et Mirsky, 2005). La fonction essentielle des précurseurs des
cellules de Schwann est la genese des cellules de Schwann mais un role additionnel important
est montré par I’étude de mutants de souris qui ne possedent pas respectivement de neuregulinel
type III, des récepteurs des neuregulines ErbB3 ou ErbB2 ou le facteur de transcription Sox10.
Chez certains des souris avec une inactivation du facteur de transcription Sox10, toute la glie
périphérique perd sa capacité a se développer, et chez d’autres mutants, les précurseurs des
cellules de Schwann sont soit absentes ou leur nombre est fortement réduit, un phénomene da
a leur dépendance de la neureguline 1 pour leur survie. Dans les neuregulines et les récepteurs
des neuregulines des mutants, les neurones des ganglions rachidiens postérieurs et les neurones
moteurs sont initialement générés normalement mais a E14 et E18, au niveau des membres, la
majorité de ces cellules meurent. Cette mort cellulaire est probablement due a I’absence de
signaux dérivés de la glie dont les neurones moteurs et sensitifs ont besoin pour leur survie. Il
y a aussi la possibilité que la signalisation reverse provenant du domaine extracellulaire de
neureguline-1 puisse contribuer a la survie neuronale (Riethmacher et al., 1997 ; Britsch et al.,
2001 ; Nave et Salzer, 2006). Ainsi, une fonction clé des précurseurs des cellules de Schwann
et des cellules de Schwann immatures serait de réguler le « pool » des neurones embryonnaires
du systeme nerveux central et périphérique. La perte du contact axonal avec des cibles
périphériques peut aussi contribuer fortement a la mort des neurones sensitifs et moteurs
(Wolpowitz et al., 2000). L’activation de Notch serait impliquée dans la promotion du

développement de la glie périphérique (Morrison et al., 2000 ; Wakamatsu et al., 2000 ; Kubu
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etal., 2002). Elle favorise le développement des cellules gliales du systéme nerveux central, les
astrocytes et les cellules de Miiller in vivo (Furukawa et al., 2000 ; Gaiano et al., 2000 ; Tanigaki
et al., 2001 ; Ge et al., 2002).

Notch stimule la formation des cellules progénitrices des oligodendrocytes tout en inhibant leur
progression aux cellules de Schwann myélinisantes (Wang et al., 1998 ; Popko, 2003). Dans le
systeme nerveux périphérique, Notch accélere la formation des cellules de Schwann et favorise
la restriction des cellules gliales précoces a la lignée des cellules de Schwann. Les cellules des
nerfs embryonnaires sont beaucoup plus sensibles a 1’activation de Notch. Le role majeur de
Notch dans le développement du nerf embryonnaire est de favoriser la genese des cellules de

Schwann a partir des précurseurs des cellules de Schwann.

Cellules de Schwann
myélinisantes
Cellules de Schwann e

promyélinisantes / u

Axone
Q
;Y.
Cellule de la ) . .
crate'neurale Précurseurs des Cellules de Schwann Cellules de Schwann
cellules de Schwann immatures non myélinisantes

Figure 2: La lignée des cellules de Schwann. Illustration schématique des principaux types
cellulaires et les transitions dans le développement des cellules de Schwann. Les fleches en
pointillé indiquent la réversibilité et chez la plupart des rongeurs a 1’age post-natal, la transition
qui génere les cellules matures myélinisantes et non-myélinisantes. La phase embryonnaire du
développement des cellules de Schwann impliquent trois populations transitoires de cellules.
Premierement, les cellules migrantes de la créte neurale. Deuxiemement, les précurseurs des
cellules de Schwann. Ces cellules expriment un certain nombre de marqueurs de différenciation

tels que la BFABP, la PO, la « desert hedgehog (DDH) » et d’autres que I’on ne trouve pas chez
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les cellules migrantes de la créte neurale. Troisiemement, les cellules de Schwann immatures.
Toutes ces cellules sont considérées comme ayant le méme potentiel de développement et leur
devenir est issu des axones avec lesquels elles s’associent. Seules les cellules de Schwann qui
enveloppent les axones de grand diametre deviendront des cellules myélinisantes pendant que
celles qui s’associent avec des axones de petits diamétres évoluent en cellules de Schwann

matures non myélinisantes. (d’apres Jessen et Mirsky, 2005 ; Mirsky et al., 2008).

Figure 3: La présentation des SCP et des cellules de Schwann immatures. Le schéma d’en haut
montre (en microscopie électronique) une coupe transversale d’un nerf dans le membre
postérieur d’embryon de rat E14. Une branche des précurseurs des cellules de Schwann parmi
les axones a I’intérieur du nerf (la fleche verticale) et sont aussi présents en apposition a la
proximité des axones a la surface du nerf. Un précurseur de cellule de Schwann en cours de

mitose (la fleche horizontale). L’espace extracellulaire du tissu conjonctif contenant les cellules
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mésenchymateuses entoure le nerf mais est essentiellement absent a I’intérieur du nerf lui-
méme (montré en turquoise). Ces nerfs sont dépourvus de vaisseaux sanguins et les axones ont
des diametres plus petits et plus uniformes que ceux observés dans les nerfs matures (x2000).
Le schéma d’en bas montre des cellules de Schwann immatures d’une coupe transversale de
nerf sciatique d’embryon de rat d’E18 présenté au méme grossissement. En contraste marqué
avec le nerf E14, les espaces du tissu conjonctif bifurquent a travers le nerf parmi les faisceaux
compacts des cellules de Schwann immatures et les axones associés (Schwann cell families ;
Webster et Favilla, 1984, montrés ici par 1’astérisque). Les vaisseaux sanguins (montrés par la
fleche horizontale d’en bas) et des fibroblastes (directement au dessus des vaisseaux)
apparaissent aussi a I’intérieur du nerf. Une cellule de Schwann en mitose (la fléche horizontale
d’en haut). A D’extérieur du nerf (dans la partie supérieure de 1’image), le tissu conjonctif
contenant des fibroblastes aplatis au début. Schéma simplifié des principaux stades de

maturation des cellules de Schwann (d’apres Jessen et Mirsky, 2005).
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b. Molécules clées des cellules de Schwann immatures, myélinisantes et non
myélinisantes et maladies associées au dysfonctionnement de chacune d’elle

Cellules de Schwann
myélinisantes Maladie

Krox-20 CMT
Protein zero CMT

PMP-22 CMT

Periaxin CMT
PLP PMD

Connexin 32 CMT

04
$100
Cellules de

Schwann Cellules de Schwann non

immatures myélinisantes

Figure 4: Changement de I’expression moléculaire quand les cellules de Schwann commencent
a former des cellules myélinisantes et non myélinisantes. La myélinisation implique la
combinaison des régulations positives et négatives des molécules clées. Le groupe en vert
montre les marqueurs des cellules de Schwann myélinisantes. Ces molécules sont fortement
régulées positivement pendant la myélinisation. Le groupe orange montre les marqueurs des
cellules de Schwann immatures. Ils sont régulés négativement au cours de la myélinisation mais
restent exprimées par les cellules de Schwann matures non myélinisantes. Le groupe bleu
montre les marqueurs des cellules de Schwann matures non myélinisantes qui ne sont pas
trouvés chez les cellules de Schwann immatures. La galactocérébroside est exprimée par les

cellules de Schwann my¢linisantes et non myé¢linisantes alors que I’integrine alpB1 est régulée
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positivement, spécifiquement par les cellules non myélinisantes quand elles deviennent matures
(Jessen et Mirsky, 2003). La genese des cellules matures non myélinisantes des cellules
immatures implique peu de changements moléculaires. Le groupe blanc montre les antigenes
04 et S100 qui sont exprimés par les cellules de Schwann dans les nerfs périphériques,
I’antigene 04 est régulé négativement en absence d’axones (Jessen et Mirsky, 2005). Des
neuropathies démy¢élinisantes héréditaires résultent de I’expression anormale de certaines
protéines myéliniques indiquées. Les cellules de Schwann dérivent toutes des cellules souches
multipotentes de la créte neurale, (également génératrices des neurones et des mélanocytes). A
partir de ces dernieres naissent des précurseurs de cellules de Schwann qui migrent le long des
neurites et dont la principale particularité est de dépendre des neurones pour leur survie. Ces
précurseurs se différencient ensuite en cellules de Schwann embryonnaires. Cette étape de
maturation est caractérisée par I’induction de I’expression de la protéine S100, protéine
spécifique des cellules de Schwann dans les nerfs périphériques. Ensuite, les cellules de
Schwann s’engagent dans deux voies de différenciation en fonction du type d’axone avec lequel
elles se sont associées. Les axones de diametre supérieur a 0,8-1 um dirigent les cellules de
Schwann embryonnaires vers le phénotype myélinisant en passant par un stade intermédiaire
de maturation, celui des cellules de Schwann prémyélinisantes. Si I’axone a un calibre plus
faible que 0,8 um, alors les cellules de Schwann deviennent des cellules de Schwann « non
myélinisantes » dont les extensions cytoplasmiques entourent plusieurs axones de maniere
individuelle (les axones sont isolés les uns des autres). Contrairement aux précurseurs
schwanniens, les cellules de Schwann différenciées ne dépendent plus de signaux axoniques

pour survivre (d’apres Mirsky et al., 2008).
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Figure 5. Schéma détaillé des différentes étapes de différenciation des cellules de Schwann en
cellules myélinisantes ou non myélinisantes. Les divers stades de développement sont
caractérisés par I’expression de protéines spécifiques. Les fleches en double sens signifient que
la différenciation est réversible : le maintien de 1’état différencié est li€ a des interactions
complexes avec les neurites. La perte du contact neuronal entraine la dédifférenciation des

cellules de Schwann.
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Les cellules myélinisantes synthétisent la caveolin-1, la périaxine, les protéines de la
myéline : PO, MBP, MAG, PMP22 et des facteurs de transcription tels que Krox20 et Brn5. Les
cellules de Schwann non myélinisantes expriment par exemple le récepteur a faible affinité des
neurotrophines p735, les protéines d’adhésion NCAM et L1, la GAP43, la GFAP, et les facteurs
de transcription Krox24, Pax3 et c-Jun. La différenciation des cellules de Schwann est stabilisée
par leurs contacts avec les neurones. Si celui-ci est rompu, les cellules de Schwann se
dédifférencient et retournent dans le cycle prolifératif.

Il existe différents types de cellules de Schwann, au dela de la dichotomie phénotypique
myélinisante/ non myélinisante, les cellules de Schwann se repartissent en plusieurs familles :
les cellules terminales de la jonction neuromusculaire, la glie entérique des intestins, les cellules
satellites ganglionnaires associées aux somas des neurones et la glie entourant les fibres
nerveuses simplement appelée cellules de Schwann. Parmi toutes ces cellules non neuronales,
peu d’entre elles sont capables de produire de la myéline. Celles-ci se trouvent principalement
dans les nerfs et exceptionnellement dans les ganglions comme le ganglion rachidien postérieur.
Toutes les autres cellules de Schwann partagent plus ou moins des caractéristiques du

phénotype moins différencié des cellules de Schwann non myélinisantes.

4. Lalame basale des cellules de Schwann

Chaque cellule de Schwann dans I’endonévre est entourée par une lame basale. Pour les cellules
de Schwann formant la myéline (cellules de Schwann myélinisantes), la lame basale forme un
tube continu autour des internoeuds des axones myélinisés. Cette lame basale continue peut
potentiellement coordonner la distribution des molécules qui sont trouvées entre les internoeuds
(comme I’E-cadhérine) au cours du développement et est importante pour diriger la
régénération de I’axone (revue dans Stoll et Muller, 1999). Les études du groupe de Mary et
Richard Bunge ont montré que la lame basale est importante pour la myélinisation. Ils ont aussi
¢établi une analogie entre 1’épithélium et les cellules de Schwann parce que ces dernieres sont
requises pour polariser la surface face a la lame basale et celle face a I’axone (Bunge et Bunge,
1983). L’assemblage de la lame basale (pas sa maintenance) dépend de la présence des axones
(Bunge et al., 1982 ; Clark et Bunge, 1989). Une myélinisation partielle dans un systeme de co-
culture pourrait étre atteint en absence de sérum et d’acide ascorbique aussi longtemps que dans
un milieu contenant du B27 et d’antioxydant (Podratz et al., 1998 ; 2004). Dans ce systeme, la
myéline est formée en absence de la lame basale mais la lame basale est déja présente autour

des cellules de Schwann (Podratz et al., 2001). Ces résultats, de concert avec 1’observation que
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la myéline peut &tre trouvée in vivo en absence d’une lame basale continue (Madrid et al., 1975 ;
Nakagawa et al., 2001) indiquent que le processus d’assemblage d’une lame basale continue

n’est pas en soit nécessaire pour la myélinisation.

5. La régulation de la fonction des cellules de Schwann par les laminines et les
récepteurs des laminines

a. Les laminines dans le systeme nerveux périphérique

Les laminines sont des protéines hétérotrimériques, ce sont des composants essentiels de la
matrice extracellulaire. De nos jours, 5 chaines o, quatre chaines B et trois chaines y ont été
identifiés et 15 isoformes ont été observés (Colognato et Yurchenco, 2000 ; Grimpe et al., 2002 ;
Yin et al., 2003). Chez les mammiferes, les laminines jouent trois rdles qui se chevauchent
(Miner et Yurchenco, 2004) : (1) ils déterminent la structure de la membrane basale (Tabernero
et al., 1998 ; Timpl, 1996 ; Yurchenco et al., 2004), (2) ils fournissent des sites d’attachement
via les protéines de surface (Henry et Campbell, 1996), (3) ils jouent le role de ligand pour les
récepteurs des cellules initiant le signal qui influence le comportement et la survie cellulaire
(Schwartz, 2001). Les laminines sont présents dans plusieurs tissus neuraux incluant le systeme
nerveux central (Grimpe et al., 2002; Hagg et al., 1989, Indyk et al., 2003), la jonction
neuromusculaire (Noakes et al., 1995; Patton et al., 1997, 1998, 2001; Sanes et Lichtman, 2001)
et les nerfs périphériques (Doyu et al., 1993). La laminine 2 (a2, B1, y1); la laminine 8 (04, 1,
v1) et la laminine 10 (a5, B1, y1) sont exprimés dans le systeme nerveux périphérique (Feltri et
Wrabetz, 2005) et jouent un role essentiel dans la myélinisation des axones par les cellules de
Schwann [revue dans (Yu et al., 2007)]. Des études utilisant des co-cultures de cellules de
Schwann/neurones ont montré qu’un dépdt de laminines est requis pour la myélinisation in vitro
(Fernandez-Valle et al., 1993,1994 ; Podratz et al., 2001). Une mutation de laminine o2 est a
I’origine de neuropathie périphérique aussi bien chez ’homme (Helbling-Leclerc et al., 1995)
que chez la souris (Shorer et al., 1995 ; Sunada et al., 1995 ; Xu et al., 1994). Les souris mutantes
pour la laminie a2 aussi appelées souris dystrophiques ont des axones hypomyélinisés dans
lesquels les faisceaux d’axone nus ne sont pas myélinisés surtout dans la région proximale du
nerf périphérique (Bradley et Jenkison, 1973 ; Stirling, 1975). La lame basale de I’endonévre
est perturbée et la vitesse de conduction nerveuse est réduite dans les nerfs de ces souris

(Rasminsky et al., 1978). Dans les nerfs des souris mutantes pour la laminine a2, la laminine
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a4 et al sont régulés positivement dans 1I’endonévre (Patton et al., 1997 ; Previtali et al., 2003).
Les cellules de Schwann de souris dépourvues de la sous-unité yl de la laminine perdent
I’expression de toutes les laminines et les souris portant cette mutation présentent un phénotype
sévere (Yu et al., 2005, 2007). Ces souris ont des tremblements, une faiblesse musculaire et une
paralysie des membres postérieurs empéchant la plupart d’entre elles d’atteindre 1’age adulte.
Les nerfs périphériques de ces mutants sont plus petits que les contrdles et la vitesse de
conduction nerveuse est considérablement diminuée. Au microscope électronique, les fibres
nerveuses sont grandement hypomyélinisées et la plupart des axones sont nus et bien
compactés. Leurs cellules de Schwann ne s’étendent pas entre les prolongements des axones,
et elles n’ont pas une lame basale continue (Chen et Strickland, 2003 ; Yu et al., 2005). La
prolifération de ces cellules de Schwann mutantes est trés affectée entrainant une baisse
considérable du nombre de cellules de Schwann (Yu et al., 2005).

Au cours du développement du nerf périphérique, les précurseurs des cellules de Schwann se
différencient pour devenir des cellules de Schwann immatures. Quand les cellules de Schwann
immatures entrent dans la lignée myélinisante, elles proliferent et commencent a se différencier
en cellules promyélinisantes. Les cellules individuelles étendent leurs prolongements dans les
faisceaux des axones et établissent une relation 1 :1 avec chaque axone de diametre large. Ce
processus est appelé tri radial (Martin et Webster, 1973 ; Webster et al., 1973). Par conséquent,
les souris mutantes pour la laminine peuvent étre classées comme ayant une détérioration sévere
du tri radial axonal. Les cellules de Schwann provenant de ces souris mutantes pour la laminine
v1 perdent la capacité a réguler négativement Oct-6 et régulent positivement Krox20, 2 facteurs
de transcription essentiels pour la différenciation des cellules de Schwann. En période
postnatale, les cellules de Schwann avec inhibition de la laminie y1 présentent une apoptose
accrue (Yu et al., 2005).

Les souris mutantes pour la laminine a4 présentent un phénotype d’hypomyélinisation dans
leurs nerfs périphériques (Yang et al., 2005). Cependant, contrairement aux mutants o2 qui
montrent une plus sévere hypomyélinisation dans les racines comparativement a la partie distale
des nerfs périphériques, la racine des mutants a4 est assez normale et est moins affectée que le
nerf distal. En plus, les mutants pour la laminine 04 contiennent de multiples axones qui sont
enveloppés par une gaine de myéline et forment des faisceaux polyaxonaux myélinisés, un
phénomene rarement observé chez des souris mutantes pour la laminine a2 ou y1 (Yang et al.,
2005). Ces différences peuvent étre dues a une compensation a partir d’isoforme de différents
laminines. Les nerfs distaux sont également hypomyélinisés chez des souris doubles mutants

a2/a4 (Yang et al., 2005). Ces observations suggerent que les différents isoformes des laminines
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peuvent jouer des roles distincts dans différentes parties du systeme nerveux périphérique au

cours du développement.

b. Les récepteurs des laminines dans le systeme nerveux périphérique

Les cellules de Schwann expriment plusieurs récepteurs potentiels de laminines comprenant
les integrines a6P1 et a6B4 (Previtali et al., 2003). Les effets de signalisation des laminines au
cours de la myélinisation seraient médiés principalement par le biais de 1’intégrine B1. Des
études in vivo et sur des cultures cellulaires ont montré que I’interférence avec la fonction de
I’integrine B1 entraine une inhibition de la myélinisation (Fernandez-Valle et al., 1994 ; Feltri
et al., 2002 ; Podratz et al., 2001 ; Relvas et al., 2001). Des perturbations spécifiques de
I’intégrine B1 dans des cellules de Schwann entrainent une neuropathie périphérique
démyélinisante similaire aux souris mutantes pour la laminine (Feltri et al., 2002) indiquant que
cette fonction des laminines dans le tri des axones est principalement médiée par 1’intégrine 1.
Cependant, bien que la perturbation des laminines dans les cellules de Schwann entraine une
baisse de la prolifération et une augmentation de la mort cellulaire, la perturbation de 1’intégrine
B1 entraine des effets variables sur la prolifération et la survie dépendant du « background »
des souris (Feltri et al., 2002). Ceci suggere que les laminines peuvent utiliser d’autres
récepteurs pour réguler le nombre de cellules de Schwann. Le dystroglycane peut aussi
fonctionner comme un récepteur de laminine (Previtali et al., 2001, 2003). Contrairement aux
cellules de Schwann déficientes en integrine B1, 1’ablation spécifique du dystroglycane des
cellules de Schwann n’affecte pas de maniére considérable le tri radial des axones. Cependant,
les gaines de myéline des cellules de Schwann déficientes en dystroglycane sont anormalement
enroulées et les canaux sodiques sont tres réduits au niveau des nceuds de Ranvier (Saito et al.,
2003). Ces résultats suggerent que le dystroglycane fonctionne au stade tardif de la
myélinisation dans le maintien de la gaine de myéline et joue un rdle particulier dans la

formation des nceuds de Ranvier.

c. La signalisation des laminines dans la prolifération des cellules de Schwann

Du stade tardif embryonnaire au stade périnatal (E15 a PO chez les souris), les cellules de
Schwann immatures proliféerent, subissent un réarrangement et entourent les axones (Stewart et
al., 1993). Chez des mutants pour la laminine y1, la prolifération des cellules de Schwann est

considérablement diminuée au cours du développement (Yang et al., 2005 ; Yu et al., 2005).
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La déficience du tri des axones chez les cellules de Schwann ne possédant pas d’intégrine 1
peut étre causée par un mécanisme autre que la réduction de la prolifération des cellules de
Schwann. Le tri radial axonal requiert une prolifération des cellules de Schwann et un processus
d’extension qui sont régulés a travers deux voies distinctes : la prolifération est médiée par la
neuregulinel et le processus d’extension dépend de la signalisation de I’intégrine B1 (Benninger
et al., 2007 ; Nodari et al., 2007). L’exposition des cultures de cellules de Schwann a la NRG1
induit une forte activation du gene Cdc42 (Benninger et al., 2007). La NRG1 induit aussi
I’association de FAK au récepteur ErbB2/ErbB3 (Vartanian et al., 2000). La perte de Cdc42 ou
FAK dans les cellules de Schwann entraine une reduction de la prolifération des cellules de
Schwann mais n’affecte pas le processus d’extension (Grove et al., 2007) indiquant que ces
deux molécules agissent en aval de la NRG1/ErbB pour contrdler la prolifération des cellules
de Schwann. Les laminines peuvent influencer la prolifération des cellules de Schwann a travers
la voie de régulation NRG1/ErbB. Les axones sont la source majeure des mitogenes des cellules

de Schwann.

6. Influence des cellules de Schwann sur la cellule nerveuse

Les cellules de Schwann sont importantes pour les neurones ; elles supportent leur survie, elles
controlent la dynamique du cytosquelette et du transport axonal, elles contribuent a la
conduction correcte de I’influx nerveux, elles modulent la transmission synaptique. Elles jouent
un rdle prépondérant dans les situations traumatiques en stimulant la repousse des fibres
nerveuses et la ré-innervation des plaques motrices, des propriétés réparatrices que les cellules

de Schwann partagent uniquement avec la glie olfactive.

a. Les cellules de Schwann régulent le développement neuronal

Les cellules de Schwann sont une source de facteurs neurotrophiques : L’étude des mutants
erbB3-/- et des variants erbB2-/- capables de vivre jusqu’a la naissance (grace a une expression
cardiaque de erbB2) a montré que non seulement les cellules de Schwann immatures meurent
mais aussi les neurones rachidiens et les motoneurones (Lemke,Annu Rev.Neurosci, 2001, 24,
87-105). Ceci suggere que ces neurones dépendent de facteurs de survie gliaux. Une fois que le
contact des cellules de Schwann et neurones établi, ce sont les cellules de Schwann qui

fournissent I’essentiel des signaux de survie neurotrophique. Ainsi a E12, la population de DRG
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a un effectif normal mais elle chute a E14, le stade ou auraient dii apparaitre les précurseurs.
Chez I’embryon normal, les précurseurs schwanniens et les cellules dérivées embryonnaires
fourniraient des facteurs neurotrophiques aux neurones avant que ceux-ci ne dépendent de leurs
cibles musculaires pour survivre. Parmi les candidats a la fonction de facteurs neurotrophiques
gliaux figure le GDNF dont les ARNm ont été détectés dans la glie. Cependant, le GDNF ne
semble pas étre impliqué dans la survie des neurones rachidiens pendant leur interaction avec
les précurseurs car a cette époque E12-E14, ils ne possedent quasiment pas de récepteurs RET
ou GDNF. Une autre série d’expériences désignerait la NT3 comme facteur produit par les
précurseurs car dans les NT3 « knock-out », les neurones des DRG meurent, en partie, a un
stade précoce du développement. A ce jour, aucun véritable facteur neurotrophique issu des
précurseurs n’a €té caractérisé. Par contre, il est clairement établi que les cellules de Schwann
embryonnaires supportent la survie des neurones sensitifs et les motoneurones via le GDNF.
Chez I’adulte, la survie des motoneurones est également soutenue par le CNTF associé au LIF.
Toutes les observations portant sur des atteintes a I’intégrité de la glie périphérique (via des
manipulations génétiques, des pathologies, des traumatismes, des toxicités) démontrent que la

physiologie neuronale est fortement compromise en absence de cellules de Schwann saines.
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Figure 6: Le blocage de I’expression des récepteurs erbB2 ou 3 par mutation induit la
disparition précoce de la lignée schwannienne dans les nerfs embryonnaires (des E12.5). Plus
tard (E18.5), I’absence de glie entraine la mort des motoneurones et des neurones des DRG par
défaut d’apport en facteurs neurotrophiques.

Les neurones exercent en retour, un effet stabilisant sur la survie et la différenciation des
cellules de Schwann. Dans les nerfs matures, les cellules de Schwann atteignent des stades de
différenciation qui reposent sur des signaux portés par les axones. Si ces derniers dégénerent,
les cellules de Schwann se dédifférencient et se multiplient.

La membrane neuronale contient aussi des protéines particulieres : la paranodine ou caspr
faisant la jonction entre les cellules de Schwann par son domaine extracellulaire et le
cytosquelette axonal, via la protéine 4.1. La paranodine participe a la jonction entre I’axolemme
et les boucles de la membrane schwannienne. Dans les oligodendrocytes (cellules myélinisantes
du systeme nerveux central), au niveau de la région juxtaparanodale (entre la zone paranodale
et I’internoeud), des canaux K+ voltage dépendants sont rassemblés grace a leur liaison avec
un analogue de la paranodine, Caspr2. (Poliak et al., Neuron, 24, 1037-1047). Le cytosquelette
contient aussi des ankyrines qui forment un complexe avec 2 autres protéines : la neurofascine
et la NCAM. Une des fonctions des ankyrines serait d’accrocher dans la membrane, les canaux
Na+ voltage dépendants qui sont présents en tres forte concentration dans la membrane axonale

nodale. C’est la plus importante caractéristique fonctionnelle des nceuds de Ranvier.

b. Régulation postnatale de la relation entre les cellules de Schwann
myélinisantes et neurones

Au cours de la phase postnatale, au moment de la séparation unitaire des axones de gros calibres
par les cellules de Schwann myélinisantes, ces dernieres entrent en compétition pour établir le
contact avec les axones. Les cellules qui ne sont pas en contact avec des axones meurent par
apoptose. Cette mort cellulaire permet une régulation fine de la population de cellules de
Schwann my¢élinisantes afin d’aboutir a une relation steechiométrique de 1/1 avec les axones.
Le signal de mort programmé est activement médié par p75~'R (Syroid et al., 2000) et non pas
de maniere passive, par défaut de contact axonal et du signal gliotrophique des NRG1. En effet,
il a ét€ montré in vitro que les cellules de Schwann ayant atteint le stade embryonnaire survivent
sans contact axonal grice a une stimulation autocrine-multifactorielle (NT3, IGFs, PDGF-BB ;

Meier et al., 1999). Par contre, il a été aussi montré que 1’application de la NRG sauve de
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I’apoptose les cellules de Schwann ayant perdu le contact axonal pendant la période postnatale

(Grinspan et al., 1996 ; Syroid et al., 2000 ; Trachtenberg and Thompson 1996).

7. Controle du développement et de la différenciation des cellules de Schwann

a. Role de la neureguline

Les neuregulines sont une famille de ligand ErbB/HER codés par 4 genes. Le gene NRG1 code
pour de nombreux variants d’épissage avec différents sites d’initiation de la transcription. Elle
comprend une gamme d’isoformes avec des variations de la glycosylation, de la régulation de
I’expression et de la fonction. Six types de I’isofome 1 ont été définis sur la base de leurs
caractéristiques structurelles. La neureguline 1 a été associée a la survenue de la schizophrénie
et a diverses fonctions neuronales. La neureguline affecte la migration cellulaire, la
différenciation des cellules de la créte neurale et des cellules de Schwann et régule positivement
I’expression des récepteurs de 1’acétylcholine aux fibres musculaires au cours de la formation
des jonctions neuromusculaires. La signalisation de la neureguline-1 est importante a tous les
stades du développement des cellules de Schwann depuis le stade de la créte neurale jusqu’a la
différenciation finale des cellules de Schwann (Garratt et al., 2000b ; Lemke, 2006 ; Nave et
Salzer, 2006). La neurguline-1 a été identifiée comme I’isoforme type II (Marchionni et al.,
1993). Dérivée des axones, elle est considérée comme le mitogene majeur. Les souris
n’exprimant pas la neureguline-1 ou les récepteurs ErbB2 et ErbB3 de la neureguline présentent
des nerfs embryonnaires qui sont essentiellement dépourvus de précurseurs de cellules de
Schwann, bien que le développement de la glie satellite dans les ganglions rachidiens
postérieurs se fasse normalement (Meyer et Birchmeier, 1995 ; Riethmacher et al., 1997 ;
Morris et al., 1999 ; Woldeyesus et al., 1999 ; Garratt et al., 2000b). Cependant, chez ces
animaux, les ganglions sympathiques perdent leur capacité a se développer normalement
(Britch et al., 1998). Ceci montre que la neureguline joue un rdle dans le développement
embryonnaire du systeme nerveux périphérique. Bien que la neureguline-1 réprime fortement
la formation des neurones a partir des cultures de cellules de la créte neurale, les mutants de
neureguline ne fournissent aucune indication évidente, comme par exemple une surproduction
de neurones, pour soutenir I’idée que la neureguline-1 limiterait la neurogénese in vivo. La
raison la plus importante pour la réduction remarquable ou I’absence de cellules de Schwann

des troncs nerveux chez les mutants de neureguline est susceptible d’étre reliée au role de la
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neureguline-1 comme facteur de survie des précurseurs des cellules de Schwann et les cellules
de Schwann précoces (Dong et al., 1995 ; Leimeroth et al., 2002; Jessen et Mirsky, 2005).
Contrairement aux cellules de Schwann, les précurseurs des cellules de Schwann ne peuvent
pas supporter leur propre survie par des mécanismes autocrines et ainsi dépendent
exclusivement des signaux juxtacrines provenant des axones. Dans les nerfs en développement,
ils sont directement appliquées aux axones et meurent rapidement quand elles sont éliminées
du contact axonal soit en culture en absence d’axones, soit suite a une 1ésion du nerf in vivo
(Jessen et al., 1994 ; Dong et al., 1995 ; Ciutat et al., 1996 ; Winseck et Oppenheim, 2006). Les
isoformes de la neureguline-1 ont été trouvés dans les DRG embryonnaires, les neurones
moteurs et accumulés le long des voies axonales (Marchionni et al., 1993 ; Loeb et al., 1999).
En outre, les neurones des DRG en culture sont une source potentielle de signaux de survie
sécrétés par les axones qui ont été identifi€és comme des isoformes de la neureguline-1 (Dong
et al., 1995; Taveggia et al., 2005). La neureguline-1 permet la survie des précurseurs des
cellules de Schwann dans le nerf spinal embryonnaire. Les mutants dépourvus de I’isoforme I11
de la neureguline-1, isoforme majeur dans les nerfs périphériques confirment ces observations
(Wolpowitz et al., 2000). Chez ces souris, les précurseurs des cellules de Schwann précoces
commencent a peupler le nerf a E11 mais a E14, le moment ou les cellules sont entrain d’étre
rapidement converties en cellules de Schwann, le nombre de cellules dans les nerfs baisse
fortement. La neureguline-1 supporte aussi la survie de la glie précoce chez des nerfs de
poussins embryonnaires (Winseck et Oppenheim, 2006). Ces observations suggerent que la
fonction majeure de la neureguline-1 est d’assurer la survie des précurseurs des cellules de
Schwann. La migration défectueuse expliquerait le manque des précurseurs des cellules de
Schwann dans les nerfs en développement chez des mutants de signaux de neureguline. Les
animaux ayant subi une inactivation du gene de la neureguline-1 et par conséquent tous les trois
isoformes ou les récepteurs ErbB2 et ErbB3 de la neureguline presentent tout de méme des
cellules de Schwann dans leur tronc nerveux périphérique. Les souris avec une inactivation
sélective de I’isoforme III de la neureguline-1 présentent un phénotype intermédiaire, bien
qu’aux stades tardifs, le nombre de précurseurs de cellules de Schwann soit fortement reduit et
les cellules de Schwann sont absentes de la portion distale du nerf (Wolpowitz et al., 2000). En
revanche, chez les souris sans 1’isoforme I et II de la neureguline-1, la glie se développe
normalement tandis que le développement du fuseau musculaire est déficient (Meyer et al.,
1997 ; Hippenmeyer et al., 2002). Par conséquent, 1’isoforme III est le plus important pour le
développement des cellules de Schwann. Les isoformes I et II contiennent un domaine

immunoglobuline liant I’héparine et sont clivés de la membrane par les métalloprotéases
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formant des protéines solubles qui s’associent aux surfaces des cellules (Adlkofer et Lai, 2000 ;
Nave et Salzer, 2006) tandis que I’isoforme III est surtout exprimé comme une protéine
transmembranaire (Wang et al., 2001). Dans les membranes liées non solubles, 1’isoforme III
induit I’expression de S100 et d’Oct-6 dans les cultures de cellules non neuronales PO-positives
provenant de DRG de rats embryonnaires (Leimeroth et al., 2002). Ceci montre qu’une des
fonctions de la neureguline-1 est d’accélérer la transition de précurseurs de cellules de Schwann
aux cellules de Schwann (Brennan et al., 2000).

L’importance de la neureguline-1 a été mise en evidence chez des souris ayant subi une excision
conditionnelle de erbB2 dans les cellules de Schwann ou de la neureguline-1 type III, soient
ayant subi une induction de surexpression; chez ces souris, 1’excision de erbB2 ou 1’haplo-
insuffisance de la neureguline-1 type III entraine une hypomyélinisation des nerfs périphériques
tandis que sa surexpression dans les neurones entraine une hypermyélinisation (Garratt et al.,
2000a ; Michailov et al., 2004). Le manque de neureguline-1 type III dans les neurones de DRG
a montré que cela entraine un « ensheathment » axonal défectueux et une absence de
myélinisation tandis que la surexpression du méme isoforme dans les neurones sympathiques
qui normalement en culture sont mal enveloppés et ne myélinisent pas, entraine dans ce cas une
myélinisation (Taveggia et al., 2005). Ces résultats montrent que la neureguline-1 type III
régule 1’épaisseur de la gaine de myéline et est importante pour I’ « ensheathment » axonal et
pourrait faire partie du mécanisme de signalisation provenant des axones qui contrdlent la
myélinisation du systéme nerveux périphérique (Nave et Salzer, 2006). La neureguline-1 type
IIT axonale est un mitogene majeur pour les cellules de Schwann au cours de la myélinisation
bien que des notions plausibles chez des mammiféres manquent (Nave et Salzer, 2006). Chez
le poisson-zebre, le blocage du récepteur ErbB2 réduit la prolifération des cellules de Schwann
in vivo (Lyons et al., 2005). Le seul facteur de croissance impliqué dans la conduite de la
prolifération des cellules de Schwann de mammifere au cours du développement in vivo est le

TGFPB (D’ Antonio et al., 2006b).

b. Role de Notch

Le role de Notch dans le contrdle de la détermination du devenir des cellules de la créte neurale
est complexe et n’est pas totalement compris sur beaucoup d’aspects. Son role spécifique a
différents stades de la lignée des cellules de Schwann a été€ identifié. Il est hautement dépendant
du type de cellules de la lignée dans lequel il agit. Il est peu probable que Notch joue un rdle

d’induction dans le développement des cellules de la créte neurale en lignée de cellules de
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Schwann (Wakamatsu et al., 2000). Krox20, qui joue un role majeur dans la promotion de la
myélinisation, réprime Notch et cette répression est nécessaire pour une apparition rapide de la
myélinisation dans le nerf périnatal. Comme Notch est reexprimé dans les nerfs 1€sés ou il dirige
la dédifférenciation des cellules de Schwann myélinisantes, I’effet commun de Notch dans le
nerf en développement et le nerf 1ésé est de soutenir et de maintenir I’état immature ou
dédifférencié des cellules de Schwann (Woodhoo et al., 2007, University College London,

observations non publiées).

c. Role de TGFp

TGF stimule la prolifération ou la mort des cellules de Schwann selon les conditions de culture
utilisées (revu dans Jessen et Mirsky, 2003). Il a aussi été montré en utilisant des souris avec
inactivation conditionnelle du récepteur TGFp type II (ce qui est a I’origine d’une suppression
du signal de TGFp dans les cellules de Schwann) que la prolifération des cellules de Schwann
dans le nerf périnatal de ces souris est substantiellement réduite. Cependant, la mort des cellules
de Schwann présente une décroissance avec le résultat que le nombre des cellules de Schwann
n’est pas significativement affecté en absence de signal de TGFf. L’importance biologique du
signal de TGFP dans le nerf périnatal est d’amplifier la prolifération des cellules avec un contact
axonal solide tout en favorisant la mort des cellules surnuméraires avec un contact axonal moins
efficace. La perte du signal de TGFP in vivo n’affecte pas la myélinisation contrairement aux

résultats obtenus en utilisant des systemes de culture cellulaire (D’ Antonio et al., 2006b).

B. La cellule nerveuse

Le neurone est un type de cellules differenciée composant avec les cellules gliales le tissu
nerveux.

Les neurones constituent 1’unité fonctionnelle du systéme nerveux, les cellules gliales assurant
le soutien et la nutrition des neurones et jouant un rdle facilitant I’établissement de nouvelles
connexions. Il y a environ 9 fois plus de cellules gliales que de neurones dans le cerveau. On
estime que le systtme nerveux humain contient environ 100 milliards de neurones. Les

neurones assurent la transmission d’un signal que I’on nomme influx nerveux.
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Les neurones sensitifs conduisent I'influx nerveux des effecteurs vers le systéme nerveux
central et les neurones moteurs dans le sens inverse. Les neurones d’association sont dans le
systeme nerveux central et assurent la connexion entre les neurones sensitifs et moteurs.
L’influx nerveux arrive des neurones sensitifs aux neurones d’association dans le systeme
nerveux central qui le transmet aux neurones moteurs, il sera par la suite véhiculé aux effecteurs.
Le neurone est constitué de corps cellulaires, de prolongements fins (axones et dendrites).
L’axone long peut étre entouré d’une gaine de myéline dans le cas des fibres myélinisés.
L’influx nerveux arrive aux dendrites puis au corps cellulaire, s’¢loigne a travers 1’axone et se

termine par les terminaisons nerveuses ou il sera recu par les dendrites du neurone suivant.
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Corps cellulaire
du neurone moteur

Figurel0 : Neurone moteur

C. L’influx nerveux

L’influx nerveux est une activité électrique transmise le long d’un axone sous la forme d’une
sequence de potentiels d’action. A la suite d’une stimulation, le recepteur sensoriel génére un
influx nerveux qui se propage le long du nerf sensitif et se dirige vers le cerveau. A la suite
d’une stimulation, les nerfs produisent un influx nerveux. Afin d’accomplir une action, les
neurones du cerveau génerent un influx nerveux qui se propage le long des nerfs moteurs et se
dirige vers les organes effecteurs.

La vitesse de conduction de I’influx nerveux varie entre 3 km/ heure et 300 km par heure
(0.83m/s et 83m/s). Elle depend du diametre de la fibre nerveuse qui augmente la vitesse de
conduction et de la myéline qui elle, augmente aussi cette vitesse en assurant une conduction
saltatoire de I’influx. Dans les maladies telles que les formes démyélinisantes de neuropathie
héréditaire sensitivomotrice (maladies de Charcot-Marie-Tooth de type 1), cette conduction est

ralentie.
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D. La synapse et les neuromediateurs

1. La synapse

La synapse est la jonction c'est-a-dire le point de connexion entre deux neurones. Un mm? de
substance grise du cortex peut contenir jusqu’a 5 milliards de synapses.On distingue
habituellement deux types d synapses :
e La synapse chimique, trés majoritaire qui utilise des neurotransmetteurs pour
transmettre I’information ;
e La synapse électrique ou le signal est transmis électriquement par I’intermediaire d’une
jonction communicante (en anglais gap-junction).
On les distingue au microscope électronique par la taille de la fente synaptique ; de I’ordre de
2 nanometres pour les synapses électriques, entre 10 et 40 nm pour les synapses chimiques.On

peut également, dans le cas des synapses électriques, observer les jonctions communicantes.
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2. Les neuromediateurs

Ce sont I’adrenaline qui est secrété en reponse a un stress physique, la noradrenaline qui joue
un role dans I’excitation, dans la vigilance, dans 1’émotion, le reveil, le sommeil, la dopamine
dont le role principal est d’inhiber la liberation de prolactine par le lobe antérieur de
I’hypophyse. L’adrenaline, la noradrenaline, la dopamine appartiennent a la famille des
catécholamines. La serotonine quant a elle joue un role dans I’entretien de 1’homéostasie du
cerveau. L’enkephaline est un neurotransmetteur libéré par les neurones a la suite d’une
sensation de douleur intense. L’endorphine est secreté par I’hypophyse et I’hypothalamus lors
d’activité physique, de douleur, d’excitation ou d’orgasme.

L’acetylcholine est un neurotransmetteur qui joue un role important aussi bien dans le systeme
nerveux central ou elle est impliquée dans la mémoire et I’apprentissage, que dans le systeme
nerveux autonome, notamment dans 1’activité musculaire et les fonctions végétatives.
L’acetylcholine est un ester produit par I’enzyme choline acetyltransferase a partir de I’acetyl-
coA dont I’action est mediée par les recepteurs nicotiniques et muscariniques. L’acetylcholine
a un effet inhibiteur sur D’activité¢ cardiaque. Cependant, au niveau de la jonction
neuromusculaire, elle a un effet excitateur et au sein du systeme nerveux central, son action
combine des effets neuromodulateurs sur la plasticité synaptique, 1’apprentissage et 1’activation

physiologique.
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II. LA MYELINE

La myéline est une substance constituée principalement de lipides (sphingomyéline) dont les
couches alternent avec des couches de protides. De fagon générale, la myéline sert a isoler et a
protéger les fibres nerveuses, comme le fait le plastique autour des fils électriques.

Cette substance grasse est trouvée dans certaines cellules du systeme nerveux : les cellules de
Schwann, situées dans le systeme nerveux périphérique...

La myéline mature se présente sous forme d’un feuilletage constitué¢ par des lames denses
concentriques régulieres ou lignes périodiques de 3 nm séparées par des intervalles plus clairs
d’environ 10 nm. Des lignes denses plus fines de 2 nm d’épaisseur, appelées lignes
intrapériodiques, coupent en deux les espaces entre les lignes périodiques. Ce mécanisme,
quelque fois dit du « gateau roulé a la confiture » explique la formation de la myéline vue sur
un nerf en coupe transversale, mais il est également nécessaire de mettre en évidence le
processus en coupe longitudinale particulierement en regard des étranglements ou nceuds de
Ranvier. Sur une telle coupe, on voit les lamelles de myéline se raccourcir progressivement
depuis la lamelle externe jusqu’a la lamelle interne. Quand les fibres nerveuses se divisent, elles
le font au niveau d’un étranglement de Ranvier. Aussi, en coupe transversale, on peut voir qu’un

espace péri-axonal de 15 a 20 nm est en continuité par I’intermédiaire du mesaxone interne.

Noyau
(Cellule de Schwann) Axone

Gaine de myéline

Boucles

paranodales Internodes (cellules formatrices de myéline)

Noeuds de Ranvier
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Figure 13: La gaine de myéline se forme surtout au cours du développement postnatal par
I'élaboration d'une spirale cytoplasmique autour de la fibre. Le cytoplasme est ensuite éliminé
de cette spirale qui est composée d'un empilement concentrique de membrane. Les couches de
membrane, qui peuvent étre au nombre de quelques centaines, constituent la myéline compacte.
Outre I'absence de cytoplasme, la myéline se caractérise par la présence de protéines spécifiques
comme la PLP et la PO qui assurent par adhésion homologue la jonction entre les différents
feuillets membranaires alors que 1'adhésion de la cellule de Schwann sur la fibre nerveuse est
en partie accomplie par la protéine MAG.

Dans les fibres myélinisées du systeme nerveux périphérique, la fibre nerveuse est entourée par
une gaine tubulaire de myéline qui, a 1’état frais, est hautement réfringente et blanche (la
myéline est responsable de la couleur blanche du cerveau et de 1a moelle épiniere). La myéline
étant largement composée de lipides, est dissoute apres les méthodes de fixation habituelle,
laissant un réseau de substance protéique appelée neurokératine autour de la fibre nerveuse. La
my¢line peut étre fixée et colorée en noir par le tetroxyde d’osmium. Apres fixation
bichromatée, elle se colore bien a I’hématoxyline. En microscopie optique, on voit la gaine de
my¢line sous forme d’un cylindre incomplet ou interrompu, car a des intervalles réguliers, il
existe des interruptions dans la gaine : elles portent le nom d’étranglements ou nceuds de
Ranvier, et la portion entre deux étranglements celui de segments de Ranvier. Recouvrant la
myéline de chaque segment et responsable de sa formation, se trouve une seule cellule de
Schwann ; c'est-a-dire que les cellules de Schwann s’étendent bout a bout le long d’une fibre
myélinisée comme elles le font dans les fibres non myélinisés, chaque cellule recouvrant un
segment de Ranvier. Les segments ont tendance a étre plus longs dans les fibres nerveuses
épaisses que dans les fines. La microscopie électronique met en évidence que la myéline n’est
pas dépourvue de structure, qu’elle n’est pas extracellulaire mais qu’elle est constituée d’une
série de couches concentriques de membrane plasmique de cellule de Schwann (Figure ci-

dessus).

A. Les protéines myéliniques
La gaine de myéline est une membrane multicouche, unique pour le systeme nerveux, qui
fonctionne comme un isolateur pour augmenter considérablement la vitesse de conduction de
l'influx nerveux. La myéline est composée de lipides associés a diverses protéines, dont
certaines sont communes a la myéline centrale (SNC) et a la myéline périphérique (nerfs) tandis

que d’autres sont spécifiques de la forme centrale ou de la forme périphérique. Ainsi, la protéine
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protéolipide (PLP), protéine majeure constituante de la myéline du systeme nerveux central, est
seulement présente a des niveaux treés bas dans la myéline du systéme nerveux périphérique
(Lemke, 1992). La gaine de myéline affiche une architecture moléculaire unique qui dépend de
la synthése des protéines régulées et de leur transport. La glie myélinisante (les cellules de
Schwann dans les nerfs périphériques, les oligodendrocytes dans le cerveau et la moelle
épiniere) doivent produire 3 fois leur masse en protéine et lipide par jour au cours de la
myelinogenese (Norton et Poduslo, 1973). La synthése coordonnée des protéines de myéline
est en partie médiée transcriptionnellement, par un niveau élevé de transcription de genes
codant pour des protéines spécifiques de myéline et est induite simultanément au cours de la
myélinogenese (Stahl et al., 1990 ; Scherer et al., 1994 ; Wrabetz et al., 1998). Le transport de
ces ARNm et protéines est régulé soigneusement. Des situations pathologiques (mutations a
I’origine de maladies génétiques ou animaux transgéniques) révelent qu'un dosage précis de
I’expression de ces génes est nécessaire pour une myélinisation normale. Par exemple, le gain
ou la perte d’un seul allele de PLP ou de PMP22 produit des myé¢linopathies du systéme nerveux
central ou des neuropathies périphériques démyélinisantes chez I’homme (Nave et Boespflug-
Tanguy, 1996) et des doses similaires altérées de PLP et de PMP22 sont a I’origine de ces
maladies chez des rongeurs transgéniques (PLP : Boison et Stoffel, 1994 ; Kagawa et al., 1994 ;
Readhead et al., 1994 ; Klugmann et al., 1997 et PMP22 : Adlkofer et al., 1995 ; Magyar et al.,
1996 ; Sereda et al., 1996, Huxley et al., 1998). La maniere selon laquelle une expression
anormale de PLP entraine une my¢line défectueuse n’est pas claire mais une surexpression de
PMP22 a une repercussion sur la gaine de myéline (Vallat et al., 1996) destabilisant
éventuellement sa formation ou sa maintenance. Les observations que des mutations dans
différents genes de la myéline entrainent des maladies de phénotypes similaires impliquent que
différentes protéines myéliniques interagissent au niveau de leurs unités fonctionnelles. Dans
ce méme sens, des interactions physiques entre PMP22 et PO ont été détectées au niveau de la
my¢line (D’Urso et al., 1999) soutenant que des assemblages multi-protéiques existent dans la
gaine de myéline. Ainsi, la destabilisation de la formation de la myéline due a des doses
anormales de geéne de myéline peut refléter un besoin de steechiométrie stricte au cours du

transport et I’assemblage de la protéine a la gaine de myéline.

1. MBP

La protéine basique de la myéline (MBP) est une protéine présente a la fois dans la myéline

centrale et la myéline périphérique, et qui joue un rdle important dans le processus de
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myélinisation des nerfs dans le systeme nerveux. L’ARNm codant pour la MBP est transporté
a proximité du cytoplasme de la gaine de myéline ou la MBP est synthétisée par des ribosomes
libres et incorporée rapidement dans la myéline (Colman et al., 1982 ; Trapp et al., 1987 ;
Griffiths et al., 1989). L'intérét pour MBP est centré sur son rdle dans les maladies
démyélinisantes, en particulier, la sclérose en plaques (SEP). Plusieurs études ont démontré un

role pour les anticorps anti-MBP dans la pathogenese de la sclérose en plaques.

2. PO

Dans les cellules de Schwann myélinisantes, la protéine PO est synthétisée dans le RER et
transportée via 1’appareil de Golgi pour participer a la synthese de la gaine de myéline (D’Urso
et al., 1990 ; Trapp et al., 1995). La PO représente a elle seule plus de la moitié des protéines
totales du systeme nerveux périphérique mais elle est aussi trouvée dans le systeéme nerveux
central. Les ARNm de PO (8% des ARNm totaux) et la protéine (>50% des protéines de la
myéline périphérique; Greenfield et al., 1973) sont de loin les plus abondants dans le nerf. PO
est une protéine transmembranaire avec une queue cytoplasmique enrichie en résidus basiques
(Lemke et Axel., 1985 ; Shapiro et al., 1996). Le domaine extracellulaire de PO participe a des
interactions homophiles (D’Urso et al., 1990 ; Schneider-Schaulies et al., 1990 ; Shapiro et al.,
1996) qui assurent la cohésion entre les tours de spires de la membrane plasmique des cellules
de Schwann au cours de la formation de la myéline. Ainsi, les extrémités C-terminales des
protéines PO qui se font face sur deux spires de membranes de cellules de Schwann adjacentes
s’ancrent les unes aux autres, assurant une compaction optimale de la myéline périphérique. On
constate logiquement que des souris dépourvues de PO (knock-out du géne) présentent un aspect
de non-compaction de la gaine de myéline (Giese et al., 1992). Les conséquences phénotypiques
d’une surexpression de PO ont été explorées en utilisant des animaux transgéniques (Wrabetz
et al., 2000). Les données montrent que le gene de PO doit étre précisément régulé, que la
surexpression de PO est a I’origine d une neuropathie périphérique avec dysmyélinisation. Deux
mécanismes pathogéniques possibles ont été identifiés : premierement, I’augmentation de la
surexpression de PO deregule 1’expression stcechiométrique d’autres genes de myéline.
Deuxieémement, la surexpression de PO favorise son transport inapproprié a la surface des
cellules de Schwann (Yin et al., 2000). Ces résultats montrent que des neuropathies humaines
(telle que la CMT1A) dépendent de la coordination et du transport des protéines de myéline

dans les nerfs en développement. Dans des nerfs fémoraux a P10 chez des animaux Tg80.2, la
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partie motrice (quadriceps) est plus démyélinisée que la partie sensitive. De plus, les racines
ventrales sont tres démyélinisées chez ces animaux. Comme dans beaucoup de modeles de
rongeurs, les fibres motrices sont relativement plus démyélinisées que les fibres sensitives chez
les souris Tg80.

La démyélinisation pourrait représenter une réponse non spécifique a la surexpression des
glycoprotéines. Cependant, méme si la différenciation des cellules de Schwann est stoppée suite
a des niveaux anormaux de plusieurs genes impliqués dans la myélinisation (certains codant
pour des glycoprotéines), les caractéristiques morphologiques spécifiques distinguent chaque
phénotype (MPZ : Giese et al., 1992 ; PMP22 : Adlkofer et al., 1995 ; Magyar et al., 1996 ;
Sereda et al., 1996 ; Huxley et al., 1998 ; Oct6 : Bermingham et al., 1996 ; Jaegle et al., 1996 ;
Krox20 : Topilko et al., 1994). En particulier, ’arrét du développement au stade de tri des
axones de gros calibres a partir des faisceaux d’axones nus est une caractéristique unique qui
fait suite a la surexpression de PO, suggérant un effet précoce dans le développement du nerf.
[Les données de Yin et al., en 2000 démontrent que les caractéristiques morphologiques
communes ne correspondent pas toujours a un dysfonctionnement spécifique des cellules de
Schwann. Les cellules de Schwann ayant établi une relation 1 :1 avec des axones chez des souris
transgéniques pour PO présentent un espace mesaxonal rétréci alors que les mémes cellules chez
des souris surexprimant PMP22 n’a pas de mesaxone rétréci (Yin et al., 2000, Huxley et al.,

1998).

3. PMP22

PMP22, une glycoprotéine de 22 kDa, constitue approximativement 2 a 5% des protéines totales
dans le systeme nerveux périphérique (Pareek et al., 1993). La structure de PMP22 est donnée
par la sequence de ses acides aminés (Welcher et al., 1991). Des études de traduction in vitro
(Manfioletti et al., 1990) et de marquage d’épitope (D’Urso et Muller, 1997) ont mis en
évidence 4 domaines transmembranaires (C et N-terminal a orientation intracellulaire) avec
deux boucles extracellulaires et une séquence de N-glycosylation dans la premiere boucle
extracellulaire. Ce site de glycosylation est conservé parmi les membres de la famille de génes
de PMP22 (Marvin et al., 1995 ; Taylor et al., 1995). Dans la protéine PMP22 se trouve
I’épitope carbohydrate L2/HNK-1 (Snipes et al., 1993 ; Hammer et al., 1993), qui est présent
dans un nombre de molécule d’adhésion/reconnaissance (revue, Schachner et Martini, 1995).

Ainsi, s’il est exprimé suffisamment tot, PMP22 pourrait jouer un rdle dans I’interaction entre
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cellules de Schwann et axones. Le cDNA de PMP22 est identique a gas-3, un cDNA qui est
régulé positivement dans les fibroblastes quiescents de souris (Manfioletti et al., 1990). Cette
constatation montre que PMP22 peut avoir un role dans la différenciation des cellules de
Schwann ; des niveaux élevés d’expression de PMP22 par les cellules de Schwann sont associés
a un état différencié, non prolifératif de cellules de Schwann, un état caractéristique des cellules
de Schwann myélinisantes. De plus, plusieurs études ont montré une corrélation inverse entre
les niveaux d’expression de PMP22 et la cinétique du cycle cellulaire (Zoidl et al., 1997).
L’expression in vitro de PMP22 par des cellules de Schwann en absence de neurones est
beaucoup plus faible qu’in vivo (Pareek et al., 1993, 1997), suggérant une influence axonale
sur I’expression de la protéine PMP22, ce qui est le cas pour d’autres protéines de myéline. A
la suite de la description initiale du gene et de la protéine PMP22, des mutations y ont été
identifiées a 1’origine de plusieurs types de neuropathies héréditaires (revue de snipes et Suter,
1995a, b). Des duplications du locus PMP22 ou des mutations ponctuelles du géene PMP22 sont
associées a un groupe hétérogene de neuropathies humaines héréditaires et démyélinisantes,
incluant le type 1A de la maladie de Charcot Marie Tooth. Des mutations ponctuelles de PMP22
sont aussi impliquées dans la pathologie de deux modeles de neuropathies périphériques chez
des souris appelées Tr et Tr-J (Suter et al., 1992a,b). Chez des animaux Tr-J hétérozygotes, des
valeurs plus elevées de PMP22 ont été rapportées (Notterpek et al., 1997). Cette étude et bien
d’autres suggérent que le type sauvage de PMP22 peut avoir un rdle stabilisant dans la myéline.
L’expression de PMP22 de mutant entraine des niveaux élevés de myéline provenant
d’altérations morphologiques dans des nerfs de modéeles animaux de PMP22 développant des
neuropathies (Notterpek et al., 1997 ; et revue de Martini et Schachner, 1997).

Tenant compte de la structure, 1’expression in vivo, I’implication dans des troubles de
démyélinisation et des caractéristiques structurales de PMP22, I’expression normale de PMP22
serait requise pour la myélinisation ainsi que sa maintenance. Afin d’élucider le (s) role (s) de
PMP22 dans la myélinisation, le profil d’expression de la protéine a été examiné au cours de la
my¢linisation in vitro et comparé a d’autres composants connus de myéline tels que MAG, PO
et MBP. PMP22 est exprimé apres GalC et MAG, coincide avec PO et précede MBP. Le niveau
de PMP22 augmente significativement au cours du stade tardif de la formation de la myéline et

est stimulé par la progestérone.
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Figurel4 : Representation schématique des trans-interactions adhésives homophiles et
hétérophiles de protéines membranaires intégrales PMP22 et PO dans la myéline périphérique

(Hasse et al., 2004)

a. L’expression de PMP22 est stimulée par la progestérone au cours de la
myélinogenese in vitro

L’expression de PMP22 a ¢ét¢ examinée au cours de la myélinisation in vitro dans un systeme
de culture qui permet le contrdle de plusieurs étapes qui influencent 1’interaction axone-cellule
de Schwann (Wood et al., 1990). Dans les cellules de Schwann non myélinisantes, cultivées en
présence de forskolin, des niveaux bas de MAG, de PO et de PMP22 ont été détectés. Les
résultats initiaux d’études in vitro ont varié avec les données in vivo et plus particulierement au
niveau de I’expression de protéines de myéline, I’augmentation du temps de formation de la
my¢line et ’association de MAG et plus tard I’expression de PO avec la formation de la myéline.
L’interprétation de ces résultats est que la formation de la myéline compacte in vitro est
relativement inefficace, donnant des niveaux presque indétectables de PMP22 et MBP
comparativement a MAG et PO. Les profils d’expression de ces études in vitro ont suggéré que
MAG et PO étaient impliqués dans la formation précoce de la myéline, en absence d’une
expression significative de PMP22 et de MBP. Une autre possibilité est que les niveaux de
PMP22 et de MBP augmentent mais sont a la limite de la détectabilité pour ces anticorps. En
effet, les différents anticorps anti-protéines myéliniques sont susceptibles d’avoir des
sensibilités de détection différentes.

Afin de stimuler la myélinisation, de la progestérone a été ajoutée a des cultures conformément
aux travaux de Koenig et ses collegues qui ont observé que la progestérone a un grand effet
positif sur I’efficacité de la my¢élinisation (Koenig et al., 1995). En accord avec ces études, il

est montré qu’un ajout de progestérone améliore significativement les niveaux d’expression
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des protéines PO, MBP, PMP22 tandis que le niveau de MAG augmente faiblement. En
présence de progestérone et d’ascorbate, MAG est détecté a son niveau le plus élevé dans des
cocultures et atteint ce niveau maximal une semaine aprés I’addition de ces deux composants.
En présence de progestérone, le profil d’expression temporel de PO et de PMP22 in vitro sont
similaires mais retardé par rapport a I’expression de MAG et atteint tous les deux la moiti¢ de
la valeur maximale entre les semaines 1 et 2 du traitement ascorbate/progestérone. Ces
changements ont lieu aprés la formation de la lame basale suivant 1’addition de sérum et
d’ascorbate au milieu de culture. Le niveau de MBP atteint la moitié de la valeur maximale en
deux semaines dans des conditions de myélinisation (c'est-a-dire des cellules a I’age de 3
semaines). Bien qu’il y ait des variations sur le niveau d’expression des protéines de myéline
entre les cocultures, I’ajout de la progestérone améliore la formation de la myéline. L’effet
stimulant de la progestérone sur la formation de la myéline a été mis en évidence par
immunomarquage dans des cultures avec des anticorps anti-PO et anti-MBP. L’effet de la
progestérone sur 1’expression de PMP22 est similaire a celui de PO et de MBP. Le nombre de

segments de MAG augmente aussi considérablement.

b. PMP22 se déplace a la membrane plasmique des cellules de Schwann apres la
formation de la lame basale

Dans des cocultures myélinisantes, PMP22 est trouvée dans des segments de myéline (Pareek
et al., 1997). Des cocultures de neurones de DRG et de cellules de Schwann ont été suivies a
des stades précoces de la myélinisation in vitro pour déterminer a quelle période PMP22 se
déplace a la membrane plasmique des cellules de Schwann. La détection de PMP22 dans les
cocultures au niveau d’une seule cellule par immunocytochimie est plus sensible que la
détection par western blots de lysats de coculture reflétant qu’il est peut étre possible de voir la
concentration de PMP22 a des sites spécifiques des cellules de Schwann, PMP22 reste dans le
corps cellulaire (Pareek et al., 1997) dans des cocultures ou les cellules de Schwann sont en
contact avec des axones mais ne peuvent pas former une lame basale (pas d’ascorbate dans le
milieu de culture). Trois a quatre jours apres I’addition d’ascorbate et de sérum, PMP22 peut
étre détectée dans des segments de myéline. Dans cette situation, PMP22 est détectée dans la
membrane cellulaire de la majorité des cellules de Schwann myélinisantes. En plus, plusieurs
segments de myéline positifs a anti-GalC ont été€ identifiés et qui restent négatifs a PMP22. Le
marquage des noyaux a montré que dans ces régions, la grande quantité de PMP22 reste

concentrée a la région périnucléaire de la cellule de Schwann plutdét que dans la membrane
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cellulaire. Ces résultats montrent que PMP22 se déplace a la membrane cellulaire des cellules
de Schwann apres la formation de la lame basale et aprés que les cellules de Schwann aient

commencé leur enroulement initial autour des axones.

c. Le profil d’expression temporelle de PMP22 est similaire a celui de PO au
cours de la myélinisation in vivo

Il est montré que les niveaux d’ARNm de PMP22 et de celui de PO dans les nerfs sciatiques en
développement étaient corrélés a la myélinisation (Snipes et al., 1992). Le profil d’expression

temporel de PMP22 était similaire a celui de MBP, un constituant tardif de la myéline du
systéme nerveux périphérique. L’expression de la protéine PMP22 a été examinée au cours des
stades précoces de la myélinisation in vivo et in vitro afin de déterminer si PMP22 est présent
a ces moments et s’il peut avoir un role dans les interactions initiales entre axones et cellules
de Schwann. Les niveaux de PMP22, de MAG, de PO et de MBP ont été mesurés en fonction
du temps au cours du développement afin de déterminer le temps requis pour atteindre les
niveaux trouvés dans la myéline mature. La comparaison de ces niveaux fournit une mesure
qualitative de la formation de la myéline. Par western blot, il est montré que le niveau de la
protéine PMP22 était en dessous des limites détectables dans la période immédiate postnatale
et atteint la moitié des valeurs maximales entre le 10°™ et le 15°™ jour de la période postnatale.
En utilisant un systeme de détection luminescente, PMP22 a été facilement détectée a ces
périodes précoces et atteint la moitié du niveau maximal vers le 3*™ jour quand I’analyse a été
faite au dela de trois semaines du développement postnatal. Par comparaison, la MAG, une
molécule distribuée le long de I’axone au cours de la premiere phase de la myélinisation, est
facilement détectée a J1 et atteint son expression maximale a J4 environ, laissant supposer que

la MAG serait impliquée dans I’interaction initiale entre axone et cellule de Schwann (revue de

Martini et Schachner, 1997 ; Yin et al., 1998),.

III. Les Neeuds de Ranvier : structure et fonctionnement

Le nceud de Ranvier, a proprement parler, est la partie de I’axone non recouverte par la
myéline. Le nceud de Ranvier est vital pour le fonctionnement du neurone car il contient tout le

complexe appareillage moléculaire nécessaire a la propagation rapide du potentiel d’action. Au
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du troncon axonal non myélinisé sont concentrés des canaux Na+ voltage-dépendants
indispensable a la genése du potentiel d’action. Du c6té des extrémités des cellules de Schwann,
on observe la présence dans les boucles paranodales de canaux K+ voltage-dépendants
vraisemblablement impliqués dans le contrdle de I’environnement ionique du neeud (évacuation
du K+ libéré par le neurone pendant la phase de repolarisation ionique, présence aussi de la
connexine 32 composante des gap jonctions entre les boucles paranodales, des protéines
d’adhésion E cadhérine et MAG (myelin associated glycoprotein). Cette zone de forte
interaction membranaire avec I’axolemme pourrait servir a fixer le manchon de myéline sur
I’axone, d’isoler sous la myéline I’espace périaxonal de 1’activité €lectrique des nceuds et de

limiter la diffusion latérale des molécules de la membrane.

Le nceud de Ranvier Jessen and Mirsky, TINS, 1999, 22, 402-410

juxtaparanodale paranodale neud paranodale juxtaparanodale
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M]1,2: Schwann; N: neud de Ranvier, P: boucles paranodales, Ax: axone; C: collagéne

Na+: canal Nat voltage dépendant; K+: canal K+voltage dépendant
Figure 15: Coupe longitudinale d’un nceud de Ranvier. Le nceud de Ranvier, a proprement
parler, est la partie de I’axone non recouverte par la my¢line. C’est le site de concentration des
canaux Na+ voltage-dépendants indispensable a la genese du potentiel d’action. Les canaux K+
voltage dépendants se trouvent surtout dans la zone paranodale qui correspond aux extrémités

des manchons de my¢éline. Le diamétre de I’axone est supérieur dans les zones myélinisées que

dans le nceud de Ranvier.
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Chapitre I: Les regulateurs de la myelinisation
I. Répression génique au cours de la myélinisation

A. Le controle transcriptionnel de la myélinisation

Les signaux a I’origine de la my¢élinisation convergent sur un certain nombre de facteurs de
transcription (protéines interagissant avec les zones régulatrices de leurs genes-cibles pour en
moduler le niveau d’expression) pour conduire la transition d’immatures, de cellules
prolifératives promyélinisantes aux cellules myélinisantes. Plusieurs facteurs de transcription
ont été découverts pour jouer des roles clés dans cette transition et I’exécution du programme
transcriptionnel dirigeant la myélinisation. Ces facteurs de transcription, leur rapport de
régulation et les voies de signalisation intracellulaire qui modulent leur activité ont fait I’objet
de nombreuses études. Ces études ont révélé différents circuits de régulation de la myélinisation
du systeme nerveux périphérique. Un circuit de promotion de la myélinisation, composé de
Sox10 et des facteurs & domaine POU Oct6/Scip et Brn2, régule I’expression du facteur de
transcription Krox20/Egr2 (les 2 noms sont attribués au méme facteur de transcription) et dirige
le passage du stade promyélinisant au stade myélinisant. Plus récemment, un deuxiéme circuit
d’antagonisme crois¢ de Krox20 vis-a-vis de C-Jun et Sox2 a été décrit pour diriger une

démyelinisation active apres un traumatisme du nerf.
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Figure 16: Grandes lignes d’un réseau de régulation de geénes de myéline associ¢ a la
différenciation des cellules de Schwann et les facteurs de transcription majeurs impliqués dans
la transition du stade promyélinisant au stade myélinisant. Les fleches indiquent 1’activation
tandis que les lignes indiquent la répression. Ces voies de régulation présentent I’induction de
plusieurs geénes dans les cellules de Schwann myélinisantes comme la MPZ, la MBP, la Cx32

et la HMG CoA réductase. (d’apres Svaren et al., 2008).

Comme beaucoup de facteurs transcriptionnels, I’effet de Krox20 sur un certain nombre de
genes cibles est déterminé par son association avec des co-activateurs et des co-répresseurs.
Krox20 est li¢ a I’histone p300 acetylase et le cofacteur HCF1 (Luciano et Wilson, 2003) et est
identifié comme un composant du complexe contenant I’histone MLL H3K4 methylases
(Yokoyama et al., 2004). Cependant, un « screening » des protéines agissant avec Krox20 a
identifié surtout des co-répresseurs comme la protéine Nab qui réprime la transcription médiée
par EGR2 (Russo et al., 1995 ; Svaren et al., 1996, 1998). La ligase Sumo Piasx} est une
protéine agissant comme un co-répresseur (Garcia-Dominguez et al., 2006) et le membre Ddx20
de la famille des ARN hélicases (Gillian et Svaren, 2004) bien que leurs fonctions dans les
cellules de Schwann n’ont pas été explorées.

De ces co-facteurs, la preuve la plus repandue soutient un rdle essentiel des co-répresseurs Nab
dans la régulation de I’expression des génes de la myéline. Une des mutations d’EGR2 est
associée a la neuropathie congénitale hypomyélinisante sévere (I268N, Warner et al., 1998)

empéchant la liaison d’EGR2 aux protéines Nab (Warner et al., 1998).

Régulation positive
de la myélinisation

Etat immature ‘ ; Etat myélinisé

Régulation négative
de la myélinisation

Figure 17: Régulateurs de la myélinisation : 1’état myélinisé ou non my¢linisé¢ est déterminé
par la balance opposant les systemes de signalisation. Les régulateurs positifs dominent dans
les nerfs normaux pendant que les régulateurs négatifs dominent dans les nerfs sectionnés ou

en condition pathologique. Au cours du développement, les régulateurs négatifs peuvent
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intervenir dans la programmation du début et le taux de myélinisation. (d’aprés Mirsky et al.,

2008)
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Figure 18: Sites fonctionnels de Krox20. Sur la figure (A), la configuration des sites de liaison
de Krox20 au sein de la connexin 32 et le gene MPZ. Les éléments du promoteur de la connexin
32 et ceux des introns de MPZ sont activés par EGR2 et Sox10, et les configurations similaires
des sites sont trouvées dans les genes de MBP et de MAG. Sur la figureB, des mutations variées
d’EGR2 associées a des neuropathies périphériques humaines. Pour des détails exacts, se referer
a la base de données sur les mutations au cours des neuropathies périphériques héréditaires.
(http:/www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/). (d’aprés Svaren et al., 2008). Les mutations
dominantes ont été trouvées au sein des trois « zincs fingers » et alterent généralement la liaison
de ’ADN a EGR2. En plus, une mutation récessive dans le domaine de liaison de Nab a été
identifiée dans une famille. La perte de la liaison de Nab peut permettre d’identifier la cible
défectueuse du complexe de remodelage de la chromatine. L’importance des co-répresseurs
Nab pour la régulation de la myélinisation du systeme nerveux périphérique par EGR2 a été
confirmée par un double « knock out » des génes Nab1/Nab2, ce qui donne un résultat tres

similaire a celui des souris déficientes en EGR2. Une letalité précoce et une neuropathie
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périphérique sont le résultat d’un arrét de la myélinisation (Le et al., 2005b). Bien que les co-
répresseurs Nab puissent interagir avec d’autres régulateurs transcriptionnels, un récent
« knock out» de I’analyse d’un allele Nab résistant a Krox20 a confirmé I’'importance de
I’interaction des protéines Nab a Krox20 (Desmazieres et al., 2008). Les protéines Nab sont des
répresseurs actifs quand elles sont recrutées pour des matrices transcriptionnelles (Svaren et al.,
1998 ; Swirnof et al., 1998). Des analyses sur des délétions de Nab2 ont montré qu’il a deux
domaines indépendants de répression, un de ses deux interagit avec la protéine CHD4
(Srinivasan et al., 2006). CHD4 est la sous-unité essentielle de NuRD du complexe « chromatin-
remodeling ». L’analyse de I’expression de Nab suggere que les protéines Nab agissent aussi
comme des inhibiteurs d’EGR2. En effet, la caractérisation des promoteurs Nab1 et 2 a permis
d’identifier de multiples sites de liaison d’EGR2 (Le et al., 2005b) et des analyses récentes
indiquent que les co-répresseurs Nab sont induits par Krox20 et d’autres facteurs de
transcription neureguline dépendante (Le et al., 2005b ; Nagarajan et al., 2001 ; Srinivasan et
al., 2007). Une perte de Nabl est a I’origine d’une présence notable de surexpression des genes
myéliniques (Le et al., 2005b), des résultats similaires sont obtenus avec une suppression de

I’allele résistant de Nab a Krox20 (Desmazieres et al., 2008).

Des études récentes ont découvert un nombre de genes qui seraient reprimés par EGR2
(directement ou indirectement) au cours du développement du systeme nerveux périphérique.
L’expression d’EGR?2 dans les cellules de Schwann est a 1’origine d’une regulation négative du
marqueur L1 des cellules de Schwann immatures (Parkinson et al., 2003), elle bloque aussi
I’activité¢ et ’expression de C-Jun (Parkinson et al., 2004, 2008). Des analyses de souris
hypomorphes pour Krox20 ont montré que ce dernier régule négativement 1’expression du
facteur de transcription Sox2 (Le et al., 2005a) qui est généralement associé a une pluripotence
et une maintenance du phénotype des cellules souches d’une variété¢ de lignée cellulaire. Par
ailleurs I’expression de Krox20 dans les cellules de Schwann réprime celui de Sox10 (Parkinson
et al., 2008) ; 'induction de Sox2 et d’Oct6 a été aussi observé apres une délétion induite de
Krox20 dans les cellules de Schwann immatures (Decker et al., 2006). La répression de ces
genes requiert ’interaction des protéines Nab avec Krox20. Oct6, Sox2, Id2 sont régulés

positivement en absence de la fonction de Nab (Desmazieres et al., 2008, Le et al., 2005b).
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Chapitre II: Maintenance de la myeline peripherique/ Les
regulateurs de la maintenance

I. La signalisation de ErbB2 dans les cellules de Schwann est
indispensable pour la maintenance des nerfs périphériques myelinisés
et la proliferation des cellules de Schwann apres une lésion

Des lesions des nerfs périphériques sont a 1’origine d’une sequence de changements distaux a
la Iésion connus sous le nom de degenerescence Wallerienne (Griffin et Hoffman, 1993 ;
Scherer et Salzer, 2001). Ils comprennent une degenerescence axonal, une destruction de la
myeline, une dedifferentiation et une proliferation des cellules de Schwann. Le phénotype
moléculaire des cellules de schwann « denervées » des nerfs axotomisés est similaire aux
cellules de schwann immatures en developpement (Jessen et Mirsky, 2005 ; Sherman et Brophy,
2005). Cependant, le contrdle de la proliferation est different. La proliferation des cellules de
schwann est independant de la cyclin D1 en developpement mais la proliferation induite par la
lesion est fortement lesé en absence de cyclin D1 (Kim et al., 2000 ; Atanasoski et al., 2001).
Par ailleurs, I’inhybiteur p21 du cycle cellulaire regule la proliferation des cellules de Schwann
en developpement et apres lésion par differents mecanismes (Atanasoski et al., 2006). En
charactérisant les signaux moléculaires qui contrdlent la reponse des cellules de Schwann a la
lesion, ceci montre des implications pour notre compréhension des mecanismes de la maladie
pour les neuropathies hereditaires et acquises (Suter et Scherer, 2003 ; Berger et Schaumburg,
1995).

Les cellules de Schwann expriment erbB2 et erbB3 formant des recepteurs
heterodimeriques fonctionnels pour les neuregulines (Cohen et al., 1992Jin et al., 1993 ; Ho et
al., 1995 ; Grinspan et al., 1996 ; Carroll et al., 1997 ; Vartanian et al., 1997). ErbB2 et ErbB3
sont des heterodimeres obligatoires, parce que erbB2 seul ne peut pas se lier efficacement et
erbB3 n’a pas d’activité kinase (Sliwkowski et al., 1994). Au cours du developpement,
I’isoforme de la neureguline-1 a un fort effet sur la differenciation, la survie et la proliferation
des cellules de Schwann (Shah et al., 1994 ; Dong et al., 1995 ; Morrissey et al., 1995 ; Grinspan
et al., 1996 ; Trachtenberg et Thompson, 1996). Les animaux déficients en erbB2, erbB3
montrent un nombre reduit du nombre des précurseurs des cellules de Schwann ou des cellules
de Schwann immatures (Riethmacher et al., 1997 ; Britsch et al., 1998 ; Wolpowitz et al., 2000).
Une petite expression de la neureguline neuronale-1 ou ablation conditionnel de erbB2 dans les
cellules de Schwann en developpement entrainent des defauts de la differenciation des cellules

de Schwann postnatales et une formation anormale de la gaine de myeline (Garratt et al., 2000 ;
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Chan et al., 2004 ; Michailov et al., 2004 ; Taveggia et al., 2005). Inversement, une
surexpression de la neureguline-1 axonal chez des animaux transgeniques induit une

hypermyelination (Michailov et al., 2004).

II.  Sox10 est requis pour I’homeostasie des cellules de Schwann et la
maintenance de la myeline dans les nerfs peripheriques adultes

Le facteur de transcription Sox10 fonctionne au cours de multiples stades consécutives dans le
developpement des cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique. Bien que
Sox10 continue d’étre exprimé dans les cellules de Schwann matures du nerf périphérique
adulte, il n’est actuellement pas montré s’il reste fonctionnel. Magdalena Bremer et ses
collaborateurs ont utilis¢ une methode génétique pour supprimer I’expression de Sox10 dans
la glie par le moyen du tamoxifene. Les souris traitées par le tamoxiféne ont developpé une
neuropathie périphérique severe associée a des alterations dramatiques dans la structure et la
fonction du nerf périphérique.

La démyelinisation et la dégenerescence axonale €taient aussi évidentes que les signes de
neuroinflammation. Des altérations physiopathologiques sont présentes. Les cellules de
Schwann ayant Sox 10 supprimé persistent dans les nerfs périphériques mais ne peuvent pas
devenir matures, le phénotype myélinisant montre que Sox10 est plutdt requis pour la
differenciation et le maintien du stade differencié€ que pour la survie. Sox10 est surtout requis
pour la fonction des cellules de Schwann dans le systeme nerveux périphérique adulte et

établit un modele utile pour I’étude des neuropathies périphériques humaines.

A. L’ablation conditionnelle de Sox10 chez les souris adultes entrainent des
symptomes neurologiques et des altérations dans la vitesse de conduction du nerf
périphérique

Pour étudier les fonctions de Sox10, Magdalena Bremer et ses collaborateurs ont combiné
I’allele Sox10" (Finzch et al., 2010) avec une trangéne PLP ::CreERT2 (Leone et al., 2003) et
traité une souris de 4 mois Sox10™" PLP ::CreERT2 pendant 5 jours consécutives avec de la
o

tamoxiféne. Les souris Sox1

aux souris Sox 10" PLP ::CreERT2 « mock-treated » et aux souris Sox10** PLP ::CreERT?.

PLP ::CreERT?2 traités avec le tamoxiféne ont été comparées

Comme on ne peut pas distinguer les deux contrdles, il a été retenu comme contrdles les souris
Sox10%™ PLP ::CreERT2 « mocked-tretead ». Les souris traitées avec le tamoxiféne ne

presentent aucune anomalie phénotypique durant les quatre premieres semaines. Cependant,
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autour de « 30 dpi », les souris Sox10%™ PLP::CreERT?2 traitées avec le tamoxiféne developpent
des symptomes neurologiques avec un pic a 39 dpi avant que les onditions ne s’améliorent. Au
pic de la maladie, les souris traitées avec le tamoxifene présentent des membres postérieurs, des
pattes retractées en arriere, une demarche instable et des frissons persistents. Les souris traitées
avec le tamoxiféne n’étalent pas leurs jambes. La resistance a été reduite de facon significative.
Il y a un vieillissement marqué des souris traitées a la tamoxiféene par rapport aux symptomes
neurologiques.

B. L’ablation conditionnelle de sox10 chez des souris adultes entraine des alterations
dans la structure du nerf périphérique

Aussi bien ’analyse macroscopique que celle des composés du potentiel d’action réalisée sur
des altérations structurales sur les nerfs sciatiques traités au tamoxiféne sur des souris Sox10™!
PLP ::CreERT2, Bremer et al., 2001 ont réalisé des analyses histologiques et morphologiques
detaillées. A 7 ou 15 dpi, il n’y a pas de differences fondamentales sur les sections « semithin »
entre les nerfs sciatiques des souris contrdles et ceux des souris Sox10" PLP ::CreERT2
traitées au tamoxifene. Ceci est corrélé avec 1’absence d’altérations phénotypiques chez ses
souris a ce moment. Par contre, le nombre de gaine de myéline est nettement reduit dans les
nerfs sciatiques des souris Sox 10" PLP ::CreERT?2 traités au tamoxiféne. Par comparaison aux
nerfs controles, les nerfs provenant des animaux traités au tamoxifene avaient un aspect inégal
avec quelques zones pratiquement dépourvues d’axones myé¢linisés tandis que d’autres
présentaient une densité proche de la normale. On obtient les mémes résultats lorsque les gaines
de myéline sont mises en €vidence a travers une immunohistochimie de la protéine MBP. De
méme, on remarque une reduction du nombre d’axones a travers une immunohistochimie de
Tujl. Parmi les axones qui seraient myélinisés en fonction de la taille de leur calibre, des axones
de diametre large apparaissaient surrepresentés dans les nerfs sciatiques des souris Sox10™1
PLP : CreERT2 traitées au tamoxifene, ce qui est dii au fait qu’une fraction significative
d’axones avait un diametre au dessus de 2,5um. Les gaines de my¢éline étaient absentes dans
environ 20% des axones, qui devraient étre myélinisés selon leur calibre au g ratio (rapport
numérique entre le diametre de 1’axone et celui de la fibre myélinisée). L’épaisseur de la gaine
de myéline des axones restants ne differait pas significativement de la situation dans les nerfs
sciatiques des animaux non traités, et la repartition des g ratios était similaire entre les animaux
traités au tamoxifene et les animaux non traités. Méme lorsque les axones sont mis au contact
des cellules en fonction de leur diametre, les g ratios des differents groupes étaient comparables.

Il en découle de ces analyses histologique et morphométrique qu’il ya moins d’axones
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myélinisés chez les souris Sox10%M

PLP:: CreERT2 traitées au tamoxiféne et qu’il ya une
grande fraction d’axones de gros calibre sans my¢éline. Un nombre substantiel d’axones reste
encore normalement myélinisé. Par contre, des axones avec de la myéline mince n’étaient pas
observés pour un nombre significatif. Cela est en faveur de 1’absence de remyelinisation
significative a ce stade. La présence continue de quelques axones normalement myélinisés était
évidente a un niveau ultrastructural a la suite des études au microscope électronique. Etait
également présent un changement ultrastructural global. Les nerfs sciatiques de souris non
traitées présentaient des axones de gros calibre densement myélinisés avec des faisceaux de
Remak intercalés, chacun consistant en une non-myélinisation par les cellules de Schwann
associées a des axones de petits calibres tandis que les nerfs sciatiques siatiques des souris
traitées au tamoxiféne présentaient une dimunition globale du nombre d’axones avec de la
myéline souvent moins dense. Une fraction substantielle de ces myélines apparait désorganisée
et parfois une absence d’axone intact. Il y avait une présence significative de myéline
fragmentée et de débris myéliniques. Un nombre considérable d’axones est entouré de cellules
de Schwann contenant des quantités trop élevées de cytoplasme remplie de structures
vésiculaires. Il y avait également la présence d’axones de gros calibre sans gaine de myéline
pourtant entourés de cellules de Schwann. Rarement, il y avait des axones sans cellules de
Schwann autour. L analyse ultrastructurale confirme la présence de cellules de Schwann avec
des propriétés modifiées, une démyélinisation, une dégénerescence axonale et une

inflammation dans les nerfs sciatiques des souris Sox10"" PLP:: CreERT2.

III. Krox20 (Egr2) est indispensable pour la maintenance de la myéline
périphérique

A. Sa mutation conditionnelle entraine une absence de myelinisation

Le modele de souris pour la myelinisation défectueuse developpés sur la base de deux mutants
de Krox20 sont d’utilité¢ limitée a cause de la courte durée de vie des animaux (Topilko et al.,
1994 ; Le et al., 2005a). Cette lethalité est probablement due a des défauts de ’activité de
Krox20 dans d’autres tissus, particuliérement dans le tronc cérébral ou I’inactivation de Krox20
entraine une perturbation du rythme respiratoire (Jacquin et al., 1996 ; Chatonnet et al., 2002).
Pour contourner ce probleme, Decker et al., 2006 ont généré une mutation ne permettant que la
seule transitoire expression de Krox20. Une telle mutation peut ne pas affecter
considérablement les tissus dans lesquels le géne est normalement exprimé transitoirement

comme le « hinbrain ». En revanche, si I’expression de Krox20 est constamment requise pour
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la myélinisation des cellules de Schwann, ce type de mutation entrainerait un phénotype
similaire a celle de « nul mutation ». Pour obtenir une mutation retardée, ils ont utilis€ deux
alleles de Krox20 precédemment developpés, Krox20°™ (Voiculescu et al., 2000) et Krox201x
(Taillebourg et al., 2002). L’allele Krox20°® consiste en I’insertion du géne de la Cre
recombinase dans le locus Krox20 entrainant une inactivation de Krox20 et I’expression du
gene Cre avec un modele qui recapitule fidelement le rythme normal de Krox20 (Voiculescu et
al., 2000). Dans Ialléle Krox20"°%, le deuxieme exon de Krox20 est flanqué par les sites loxP.
Cet allele se comporte comme le type sauvage mais 1’excision de I’exon floxé par la
recombinase Cre entraine une inactivation de Krox20 (Taillebourg et al., 2002).

Dans les cellules de Schwann myelinisantes provenant d’animaux hétérozygotes
Krox20°/x " Krox20 devrait étre exprimé a partir de 1’allele floxé jusqu’a ce que la
recombinase Cre s’accumule suffisamment pour conduire a I’inactivation du géne. En suivant
I’excision de I’exon flox¢é par analyse PCR de I’ADN extrait d’échantillon de nerf postnatall
(P1), P4 et P28 a montré que 1’excision avait déja été initiée a P1 et a progressé avec le temps
affectant plus de la moiti¢ des cellules a P4 bien qu’il n’atteint pas 1’exhaustivité a P28. Il en
resulte probablement de la présence de cellules de Schwann non myelinisantes et d’autres
cellules comme les fibroblastes qui n’expriment pas Krox20. L’inactivation du géne dans des
cellules de Schwann est corrélée avec une perte progressive de la protéine Krox20.

Les animaux Krox2(Cre/flox

survivent jusqu’a six 6 semaines. IIs sont tous plus petits que
les contrdles (type sauvage Krox20™* , Krox20%°¥*) avec une reduction du poids corporel de
I’ordre de 25 a 50%. En plus, les mutants Krox20<™/1°% affichaient un phénotype spécifique
impliquant des frissons et une altération de la coordination de la marche. Chez les animaux
mutants d’age compris entre 4 et 6 semaines, I’examen des semi fines du nerf sciatique et
I’analyse électromicroscopique a revelé une absence complete de la gaine de myéline malgré
une densité normale axonale. Aucune infiltration de macrophage ou de bulbe d’oignon de
cellules de Schwann n’était observée mais un développement extensif, concentrique des
membranes basales était frequemment trouvé autour des axones. En plus, le cytoplasme axonal
des mutants contenait une densité élevée de mitochondrie, de microtubules et de neurofilaments
par rapport aux controdles, suggerant que le déficit de la myéline a entrainé des perturbations
axonales.

Les analyses démontrent que les nerfs des mutants Krox20<re/tlox

ne sont pas myélinisés
chez les adultes et pose la question a savoir si une myélinisation a-t-elle lieu au cours du
développement postnatal. Pour repondre a cette question, des sections de nerf sciatique a P4 ont

été analysées en microscopie électronique. Les animaux de type sauvage présentent beaucoup
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de myéline fine alors que les mutants Krox20¢™/°* sont presque complétement amyéliniques.
Les tentatives de myélinisation ont été suggérées par 1’observation des axones dénudés aux
mesaxones initiant le processus d’enroulement mais seulement peu de fibres de myeline
généralement pas bien compactées auraient été observé chez les mutants. Une analyse similaire
réalisée sur des P12 a revélé une absence complete de gaine de myéline. Ces résultats suggerent
que I’initiation de la myélinisation a treés rarement lieu chez les mutants mais s’il a lieu, un
processus d’avortement de my¢linisation suit.

Il existe une contradiction apparente entre la cinétique de mise en place de bloc de la
myélinisation des cellules de Schwann et la perte partielle de 1’allele floxé et la protéine Krox20
avec seulement presqu’une double réduction a P4. Une possible explication est que la
persistence de ’all¢le floxé non excisé est causée par une prolifération intense au cours de la
période périnatale des cellules de Schwann immatures qui n’ont pas encore activé Krox20. Une
proportion significative de ces cellules peut en permanence tenter de s’engager dans la
myélinisation, exprimant Krox20 et donc de maintenir un certain niveau de protéine dans le
nerf. Cependant, ces cellules qui rapidement inactivent le géne ne sont pas capables de procéder
a une entrée dans la voie de la myélinisation.

Ces résultats indiquent que 1’inactivation retardée de Krox20 entrainent une
amyélinisation péripherique et que ce phénotype est maintenu a partir de la naissance jusqu’a
au moins six semaines, suggérant que 1’inactivation de Krox20 empéche définitivement la

myélinisation contrairement au « knock-out » SCIP/Oct6 (Jaegle et al., 1996).

B. Krox20 est requis pour la maintenance de la myéline périphérique

Les résultats obtenus a partir des mutants Krox20™/1°* n’ont pas abordé la question de
savoir si Krox20 serait requis seulement au cours de I’initiation du processus de my¢élinisation
et pourrait étre indispensable dans les étapes ultérieures. Pour étudier cette possibilité, Decker
et al., 2006 ont utilisé 1’allele floxé pour développer un autre mutant conditionnel. Ils ont generé
des mutants hétérozygotes portant 1’allele floxé et Ialléle Krox20"# qui est nul en termes
d’activité Krox20 (Schneider-Maunoury et al., 1993) ainsi que le transgéne R26-CreERT. Celui-
ci se compose en un CreERT (TM-inducible Cre recombinase) exprimé a partir du locus Rosa26
ubiquitaire (Vooijs et al., 2001). Les animaux Krox20"?f°x R26-CreERT ont été premigrement
analysé dans un protocole systémique d’administration TM. Des animaux de trois mois d’age

ont recu une injection intraperitonéale de TM et sacrifiés 28 jours apres la derniere injection.
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L’analyse de I’ADN du nerf sciatique a revelé une excision partielle du second exon de Krox20
qui est corrélé a un niveau bas de la protéine de Krox20. Les animaux Krox20'“Zfox R26-
CreERT affichaient des signes cliniques discrets a partir de 5 a 7 jours aprés la derniere
injection. Ils avaient une patte retractée et étaient plus statiques que les contrdles. L’observation
des sections semi fines de nerf sciatique d’animaux sacrifiés indiquaient une densité normale
des axones myélinisés. Cependant, la microscopie electronique a revelé une presence de
groupes de 2 a 3 axones sans gaine de myéline distincte des axones de faible calibre non
my¢linisé qui étaient préservés. En plus, certains nceuds de Ranvier étaient élargis et des
macrophages chargés de débris de myéline €taient observés dans ’espace endoneural. Cette
invasion macrophagique était associée a une accumulation de couches concentriques de la
membrane de cellules de Schwann. Des tentatives de remyelinisation ont été observées dans les
axones dénudés associés aux mesaxones initiant le processus d’enroulement et des gaines de
my¢line anormalement minces par rapport au calibre de I’axone. Toutes ces caractéristiques
n’ont pas été observées chez les animaux témoins. A cause du phenotype histologique
relativement discréte, ils ont trouvé que leur protocole n’était pas vraiment appropri¢ pour
donner un modele utile pour des études supplementaires. La repetition (2 fois) de I’injection de
TM n’a pas radicalement changé la situation bien qu’il ait augmentée la sévérité des signes
cliniques et a entrainé une presence de groupes larges d’axones sans my¢éline. Ils ont soutenu
I’idée que la faible frequence de la dedifferenciation des cellules de Schwann a été
probablement causé par 1’excision inefficace du second exon de Krox20, lui-méme resultant de
la faible acces de I’injection intrapéritonéale de TM aux cellules de Schwann a I’intérieur du
nerf (Leone et al., 2003). Ils ont donc decidé de réaliser des injections directes d’OHT « a water
derivative of TM dans le nerf sciatique. Les animaux ont regu une injection d’OHT dans une
des pattes avec une injection du vecteur dans 1’autre patte et sacrifiés 3,8 et 28 jours apres
injection. Ceci a entrainé des signes cliniques plus séveres que le protocole d’injection
peritonéale de 5 jours avec systématiquement des pattes retractées et faibles correspondant a la
jambe injecté avec I’OHT et une posture de marche déséquilibrée. Dés 3 jours apres 1’injection,
I’analyse electromicroscopique du nerf sciatique injecté avec ’OHT a revelé que la zone
d’injection a été soumis a une dégradation de la myéline avec certains axones déja dénudés.
Ces observations étaient compatibles avec les analyses d’immunofluorescence indiquant la
perte correlée de Krox20 et de la protéine de myeline MBP dans les zones du point d’injection.
Aucun de ces phénotypes n’étaient observé sur le coté injecté avec le vecteur ou chez les
animaux témoins. Huit jours aprés 1’injection, la depletion de la myéline était séveére avec

I’observation de regions pratiquement dépourvues de myéline par rapport aux contrdles injectés
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avec le vecteur. La presence de macrophages et d’une myéline particuliére a montré que c’est
une my¢line activement dégradée. Vingt huit (28) jours apres 1’injection, le niveau d’infiltration
macrophagique a été reduit, aucun signe d’axonopathie n’a été detecté mais des formations de
bulbes d’oignons ont été observées et de nombreux axones restent dénudés indiquant que la
demyelinisation est de longue durée et éventuellement permamente. En plus, la presence des
nombreux enroulements de mesaxones autour des axones et des axones avec de fines gaines de
myéline anormaux a suggéré que les tentatives de remyelinisation ont eu lieu au méme moment.
L’analyse de I’ADN du nerf sciatique a montré que les phénotypes cliniques et histologiques
corrélé a une excision partielle du second exon de Krox20 et des niveaux reduits de la protéine
Krox20 qui étaient observé dés 3 jours apres I’injection. En plus, il a été¢ montré que 1’exccision
a été observé a au moins 5 mm du site d’injection d’OHT suggerant que le composé peut
diffuser efficacement le long du nerf.

En conclusion, toutes leurs observations ont établi que Krox20 est constamment
requis pour la maintenance de la gaine de myéline et que son inactivation entraine une

démyelinisation rapide suivie par des tentatives de remyelinisation.

C. Le KO conditionnel de Krox20 entraine une accumulation des cellules de
Schwann immatures et une augmentation de la prolifération

Parce que I’inactivation focal de Krox20 entraine une demyelinisation, Decker et al., 2006 ont
analysé les consequences au niveau cellulaire, sur I’expression des genes de cellules de
Schwann et la proliferation. Pour évaluer I’état de differentiation des cellules de Schwann, ils
ont analysé 1’expression de Sox2, Scip et Oct6 par immunofluorescence. Sox2 est un marqueur
des cellules de Schwann immatures alors que Scip est exprimé au début de la myélinisation par
les cellules de Schwann pro-myélinisantes et myélinisantes et les deux marqueurs sont
faiblement exprimés par les cellules de Schwann matures (Blanchard et al., 1996 ; Jaegle et al.,
1996 ; Le et al., 2005a). Considérant que 1’injection de DMSO seul dans les nerfs sciatiques
Krox20'*#fx R26-CreERT n’a pas entrainé de modifications de I’expression de Sox2 et de
Scip (5 £ 1% des cellules de Schwann €taient Sox2 —Scip positives a 3 jours, aucune variation
significative de ces proportions n’a été observée a 8§ et 28 jours apres 1’injection). L’injection
d’OHT a abouti a I’accumulation de deux protéines. Cependant, les cinétiques étaient
differentes. Sox2 était rapidement induit par OHT avec 42,3 + 9,6% de cellules positives a 3
jours apres I’injection et retourne progressivement a un niveau basal avec 21,2 + 7% de cellules

positives a 8 jours apres et 5,7 + 3% apres 28 jours. En revanche, I’augmentation du niveau de
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protéine Scip en reponse a I’injection d’OHT a été plus lente. Il a été seulement légerement plus
¢lévé a 3 jours apres I’'injection d’OHT mais il a atteint un niveau ¢lévé a 8 jours apres
I’injection (34 + 10%) qui a été maintenu pendant au moins 28 jours (37,4 + 6,8%). Ces
modifications de I’expression de Sox2 et de Scip ont également été observées jusqu’a au moins
5 mm du site d’injection d’OHT, conformement aux données apres délétion du second exon de
Krox20. En définitive, ces résultats suggerent que les cellules de Schwann qui ont perdu Krox20
adoptent I’identité des cellules de Schwann immatures et ensuite tentent de se réengager dans
le processus de myélinisation. Afin de déterminer si ces changements de la differenciation des
cellules de Schwann ont été accompagnés par des modifications du taux de proliferation
cellulaire, les auteurs ont estimé la proportion des cellules en phase S par incorporation de
BrdU. Etant donné que les controles et les nerfs sciatiques injectés avec le DMSO contenaient
un pourcentage faible de cellules en phase S, ce pourcentage depasse les 10% dans le cas
d’injection d’OHT. Ce pourcentage diminue ensuite progressivement pour atteindre le niveau
des controles a 28 jours suivants 1’injection d’OHT. Ces données suggerent que ’injection
d’OHT dans les nerfs Krox20*%Mox R26-CreERT dans un état transitoire de proliferation
cellulaire, parallele a 1’élévation de I’expression de Sox2. Par consequent, la démyélinisation
induite par KO conditionnelle de Krox20 semble étre accompagnée de 1’apparition fortuite de

cellules de Schwann immatures et la réactivation de la prolifération cellulaire.

IV. LES NERFS PERIPHERIQUES

A. Le nerf normal

1. Organisation générale du nerf périphérique

A I’état adulte, les fibres nerveuses constituées d’axones et de cellules de Schwann qui y sont
associées, sont regroupées en fascicules, engainés par le périnevre. Ce dernier est constitué de
couches de cellules périneurales, d’origine fibroblastique, séparées par des faisceaux de
collagene et liées entre elles par des jonctions serrées. Les fibres nerveuses sont associées aux

cellules de Schwann, seules cellules gliales du systeme nerveux périphérique. Celles-ci jouent

57



un role primordial dans la maintenance axonale, la myélinisation et les processus de
régénération. Les fascicules nerveux sont contenus dans un tissu conjonctif aréolaire appelé
épinevre contenant des fibroblastes, du collagene et de la graisse, en proportions variables. Cette
enveloppe participe a la fixation et au glissement du nerf au sein des structures environnantes.
Elle contient le réseau lymphatique et vasculaire qui traverse le périnévre pour communiquer
avec le réseau d’artérioles et veinules de 1’endonevre. L’¢épinévre constitue 30 a 70% de la
surface totale de section d’un tronc nerveux (Figl8).

Un nerf peut étre constitué d’un a une centaine de fascicules dont le nombre et la distribution
sont constamment variables, grace a un grand nombre d’échanges de rameaux anastomotiques.
De méme, a un niveau macroscopique, les anastomoses entre nerfs differents sont fréquentes,
par exemple entre les nerfs ulnaires et médians (anastomose de Millard-Giibler).

Il posseéde un certain dégré de résistance a 1’étirement, assuré par le double jeu de
I’architecture « ondulante » des fascicules et des fibres nerveuses qu’il contient, enfin grace
aussi a I’¢lasticité¢ du périnévre. L ’homéostasie de ce micro-environnement est obtenue et
maintenue par un systeme vasculaire complexe et par la barriere active que constitue le
périnevre. On retrouve comme dans le systtme nerveux central, une véritable barriere
hématonerveuse dont 1’étanchéité est liée aux propriétés du périnévre et a la présence de
jonctions serrées entre les cellules endothéliales capillaires pénétrant dans 1’endonevre et les

cellules du périnevre.

Fascicules nerveux

Artériole

Veinule
épinevre ———»
Périnévre

endonévre

Capillaire

Fibre nerveuse
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Figure 19. Coupe axiale d’un nerf périphérique (d’aprés P. Rigoard).

2. Structure et physiologie de ’axone

L’axone est le prolongement cylindrique du cytoplasme du neurone. Son rdle principal est la
transmission de 1’influx nerveux. Il ne se congoit que dans le contexte d’une unité fonctionnelle
entre le neurone et sa cible. Etant dépourvu de capacités de synthese protéique propre, ses
constituants sont donc acheminés du noyau vers la périphérie par le flux axonal.

Le cytosquelette axonal posseéde une structure microfibrillaire constituée de trois
principaux groupes de protéines : les microfilaments, les microtubules et les filaments
intermédiaires comprenant les neurofilaments. Elles contribuent au maintien de la forme et a la
croissance de I’axone. Les neurofilaments sont constitués par un assemblage de trois protéines
qui s’écartent au cours d’un processus de phosphorylation, ce qui leur confere un role
fondamental dans la détermination du diametre axonal. Celui-ci est corrélé a la myélinisation,
il s’agit donc d’un parametre structural essentiel. Les microfilaments, constitués d’un
assemblage de polymeres d’actine globulaire, se localisent préférentiellement dans les zones en
mouvement et au niveau des ancrages membranaires jouant un role significatif dans la mobilité
du cone de croissance axonal et dans la synaptogénese. Les microtubules, hétérodimeres des
tubulines alpha et béta forment des tubules creux sur lesquels se fixent de nombreuses autres
protéines impliquées dans 1’assemblage, la stabilisation et les interactions avec le reste du
cytosquelette. Ces microtubules participent a la croissance et au flux axonal.

Le flux axonal circule constamment a double sens antérograde et rétrograde et ce, a des
vitesses variables en fonction des éléments transportés. Il assure en permanence la
communication entre neurones, terminaisons axonales et cellules cibles. Il se divise en deux
voies rapides antéro- et rétrograde, une voie lente antérograde et une voie réservée aux
mitochondries. Le flux antérograde rapide transporte d’une part des structures vésiculaires et
tubulaires contenant les précurseurs des neurotransmetteurs, des protéines membranaires et
d’autre part, des mitochondries et des lipides membranaires. Le flux antérograde lent transporte
quant a lui, les protéines de structure du cytosquelette et des macroprotéines. Le flux rétrograde
rapide ramene les déchets cellulaires, achemine des enzymes, des facteurs de croissance et des
vésicules lysosomiales, participe au rétrocontrole de 1’activité du corps cellulaire par la cible.
Ce sont les microtubules qui permettent ce transport grace a 1’aide de protéines motrices :

principalement la kinesine (pour le flux antérograde) et la dynéine (pour le flux rétrograde).
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Lorsqu’il s’agit d’un neurone moteur périphérique, c’est la synapse neuromusculaire qui
correspond a I’extrémité terminale de I’axone entrant en relation avec sa cible. A ce niveau, le
signal ¢lectrique est transformé en signal chimique. L’arrivée de I’influx provoque I’entrée de
calcium par I’ouverture de canaux calciques voltage dépendants, déclenchant ainsi une cascade
d’activation intracellulaire qui aboutit a la fusion de la membrane et des vésicules synaptiques

contenant les neurotransmetteurs, ainsi libérés par exocytose dans la fente synaptique.

3. Jonction neuromusculaire et transmission neuromusculaire

Le systeme musculosquelettique est 'intermédiaire mécanique par lequel notre systeéme
nerveux interagit avec le monde extérieur. Les propriétés mécaniques des muscles ont été tres
largement préservées au cours de la phylogénese des vertébrés et ces propriétés ont été
initialement déterminantes pour adapter les mécanismes neuronaux du mouvement.

Un simple motoneurone est bombardé¢ d’inputs synaptiques dont la résultante
détermine finalement de quelle maniere et avec quelle intensité la fibre musculaire cible va
participer a la réalisation d’un programme moteur. Cette réponse de la cellule nerveuse a un
stimulus est permise par une modification de ses propriétés membranaires. La synapse
neuromusculaire est la zone de jonction entre I’axone d’un motoneurone et une cellule
musculaire. Chez les mammiféres (2 des rares exceptions pres), il n’y a pas de contact véritable
au niveau synaptique. L’espace synaptique (10 a 40 nanometres) séparant les cellules sert
« d’isolateur ».

Cette jonction neuromusculaire (Figl9) est constituée par 1’apposition de domaines
hautement differenciés de trois types de cellules : la terminaison nerveuse du motoneurone, la
cellule de Schwann dite terminale et la membrane post-synaptique de la fibre musculaire. Ces
trois constituants sont entourés ou reliés par une lame basale, micro-environnement propice a
I’échange des signaux moléculaires qui controlent la formation, la maturation et la maintenance
de la jonction neuromusculaire. La jonction neuromusculaire forme un complexe
fonctionnellement et structurellement différencié¢ dont le but est d’assurer la transmission
synaptique au sein de ’appareil neuromusculaire, en permettant la propagation de I’influx du
neurone moteur vers la fibre musculaire squelettique.

La terminaison nerveuse libére un neurotransmetteur dans I’espace synaptique, I’ACh

qui se lie a des recepteurs nicotiniques spécifiques (les recepteurs de 1’acétylcholine [RACh]),
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localisés au niveau des crétes des invaginations ou plis sous-neuraux de la membrane post-
synaptique de la fibre musculaire.

L’activation de ces récepteurs provoque une dépolarisation de la membrane musculaire
ou potentielle de plaque entrainant une cascade de réactions appélée couplage excitation-
contraction (CEC) induisant in fine la contraction de la fibre musculaire adjacente. De multiples
outils ont été développés pour caractériser de fagon simple 1’aspect morphologique de la
jonction neuromusculaire normale et les anomalies qui découlent de modifications
pathologiques de ces jonctions. L’avénement de la biologie moléculaire a permis la découverte
d’un grand nombre de molécules synaptiques concentrées a la jonction et a donc favorisé la
compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués d’une part, dans les
phénoménes de dénervation et de réinnervation puis d’autre part, dans les phénomenes
neuromusculaires, et en particulier les syndromes myasthéniques congénitaux formant un
groupe hétérogéne d’affections d’origine génétique qui conduisent a un dysfonctionnement de
la transmission neuromusculaire. Leur caractérisation repose sur la mise en évidence
d’anomalies structurales de la jonction neuromusculaire, de mutations dans les génes codant
pour des protéines concentrées au niveau des plaques motrices et sur les mécanismes

moléculaires par lesquels de telles mutations induisent la maladie.
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Figure 20 Représentation schématique de 1’agencement moléculaire de certaines protéines
concentrées a la jonction neuromusculaire (d’aprés Sanes et Lichtman, 1999).

4. Le phénomeéne de la contraction musculaire

Le muscle squelettique de 1’adulte est un tissu spécialisé, composé de plusieurs types de fibres
musculaires. Les fibres, toutes multinuclées et striées, se distinguent les unes des autres par leur
vitesse de contraction (rapide ou lente) et leur contenu en protéines contractiles.

L’action des fibres musculaires est le fait d’une véritable « machinerie contractile » associée a
des composants non contractiles leur assurant une stabilité mécanique.

La myofibrille, sous-entit¢é morphologique de la fibre musculaire, posséde une architecture

extrémement constante, faites d’unités cylindriques longitudinales, appelées sarcomeres.
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Le sarcomeére est quant a lui, ’unité fonctionnelle de longueur des muscles squelettiques, haut
lieu de la transduction chimique du signal en énergie mécanique contractile, sous la médiation
du calcium essentiellement.

Le reticulum sarcoplasmique (RS) est I’autre constituant clé de la fibre musculaire. 11 s’agit
d’un réticulum endoplasmique lisse hautement spécialisé€ au sein des cellules musculaires. Son
volume varie entre 1,5 et 10% de celui de la fibre musculaire en fonction de I’espece animale
et du type histochimique de la fibre (le volume des myofibrilles occupant environ 80% du
volume de la fibre musculaire).

Au sein de la cellule musculaire squelettique, le reticulum sarcoplasmique forme un réseau
intriqué de canalicules et de saccules anastomosés entre eux, interagissant étroitement avec les
myofibrilles. Il est composé de citernes légerement dilatées (citernes terminales) en continuité
avec un réseau de tubules longitudinaux (reticulum sarcoplasmiqge longitudinal). Dans le muscle
squelettique mature, deux citernes terminales sont placées de chaque coté d’un tubule transverse
(tubule-T) issu de I’invagination du sarcolemme de la fibre musculaire et I’ensemble forme une
unité fonctionnelle, véritable synapse intracellulaire, caractéristique de la fibre musculaire
squelettique.

Il est chargé de controler la sequestration, le relargage et la distribution du calcium a la fibre,
sous I’influence de la propagation du potentiel d’action. Ce sont principalement les récepteurs
a la ryanodine et aux dihydropyridines qui interviennent dans les échanges de calcium au sein
du réticulum sarcoplasmique.

La contraction musculaire s’explique par le glissement des myofilaments les uns sur les autres.
Ce glissement de myofilaments entre eux est li¢ a une interaction cyclique qui s’établit entre
les molécules d’actine et de myosine en impliquant 1’intervention d’ions calcium et d’ATP
(Fig20). A 1’état de repos musculaire, les ions calcium se trouvent a des concentrations peu
élevées dans le sarcoplasme et a des concentrations élevées dans le reticulum sarcoplasmique.
En absence de calcium, les sites d’attachement des molécules d’actine a la myosine sont
partiellement cachés par les molécules de tropomyosine (Fig. 20A). Lors de la contraction
musculaire, les modifications structurales sous jacentes impliquant la fixation de la myosine sur
des sites spécifiques de ’actine, sont sous la dépendance d’ions calcium.

Sous I’influence de I’influx nerveux véhiculé par le motoneurone périphérique, la membrane
plasmique de la fibre musculaire est dépolarisée et cette excitation est transmise le long des
tubules transverses pour atteindre les triades. Il s’ensuit une dépolarisation du réticulum
sarcoplasmique, qui est a I’origine de la libération d’ions calcium dans I’espace myofibrillaire

par les récepteurs de la RyR. Le calcium se fixe alors sur les molécules de troponine (Fig20B),
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provoquant ainsi un déplacement des molécules de tropomyosine vers le fond de la gouttiere
formée entre les deux brins torsadés d’actine, déplacement qui démasque, sur 1’actine, les sites
de fixation de la myosine. Des lors, la téte de la myosine, préalablement chargé en ATP, peut
se fixer sur le site de I’actine rendue accessible et cet attachement s’accompagne d’une plicature
de la molécule de myosine (Fig.20C). Puis, I’ATP est hydrolysée par ’activité ATPasique de
la myosine pour donner de I’ADP plus du phosphate inorganique (Fig.20D) et fournir ainsi
I’énergie nécessaire au pivotement de la téte de myosine, qui assure le glissement du filament
fin vers le centre du sarcomere. La fixation d’une nouvelle molécule d’ATP sur la téte de
myosine permettra la libération de 1’actine et le début d’un nouveau cycle (Fig20.E). La
répétition et la multiplication de ces cycles en fonction du nombre des molécules d’actine et de
myosine seront a la base de la contraction musculaire. En I’absence de fixation d’une nouvelle
molécule d’ATP sur la téte de myosine, les molécules de myosine et d’actine resteront liées
I’une a I’autre et la décontraction musculaire ne pourra se faire, c’est notamment ce qui survient
lors de la rigidité cadavérique. Les filaments associés au sarcomere interviennent dans le
maintien de sa stabilité. Ainsi, la titine s’oppose aux forces contractiles produites par les
filaments de myosine, leur permettant de rester centrés sur le sarcomere ; la nébuline, qui ajuste
la longueur des filaments d’actine, maintiendrait leur cohésion pendant la contraction
musculaire ; les filaments de desmine, qui entoure la strie Z, sont étroitement unis au
sarcolemme par la synémine au niveau de la strie Z et par la skélémine au niveau de la bande
M, ce qui permet au muscle de maintenir son architecture réguliere.

Le relachement musculaire est li¢ a I’arrét de I’hydrolyse de I’ATP et a la diminution de la
concentration du calcium dans le cytosol. Au cours de cette phase, les filaments fins glissent en
sens inverse, sortent de la bande A, si bien que la bande I s’¢largit et que la bande H réapparatt.
Le déplacement des filaments fins, purement passif, est 1i¢ a I’action des fibres musculaires
antagonistes qui tirent sur les fibres préalablement contractées, provoquant ainsi 1’allongement
des sarcomeres raccourcis au cours de la contraction et permet par voie de conséquence leur
relaxation.

Pour que la relaxation se maintienne, le taux de calcium cytosolique doit revenir a son niveau
de base ; pour ce faire, il est réabsorbé grace aux Ca** -ATPases, pour étre a2 nouveau stocké
dans le reticulum sarcoplasmique. Des lors, les ions calcium quittent la troponine, ce qui induit
le déplacement de la tropomyosine, masquant, a nouveau partiellement, le site de fixation de la
myosine a I’actine. Le libre déplacement des filaments fins et épais les uns par rapport aux

autres est alors permis.
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Parallélement, I’ATP doit étre régénérée a partir de I’ ADP et pour cela, trois voies sont
possibles. Deux voies impliquent une réaction de transphosphorylation catalysée, soit par la
myokinase soit par la créatinine kinase ; la troiseme implique la phosphorylation oxydative qui

a lieu dans les mytochondries.
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Figure 21 Lorsqu’une molécule d’ATP se fixe a la myosine, elle entraine I’ouverture
du site de fixation a I’actine, permettant le détachement de la téte de myosine
du filament d’actine. (d’aprés P. Rigoard et al., 2009)

5. Mécanisme de formation synaptique

La formation synaptique est un processus indispensable lors du developpement neuronal
permettant la communication entre deux neurones. Une des caractéristiques principales du
developpement du systeéme nerveux est la spécificité des connexions. Ainsi, la migration des
axones vers leurs cibles et la formation de synapses sont des processus sélectifs, faisant
intervenir de nombreuses molécules de reconnaissance, dont la plupart reste inconnue.

La synthése et la distribution des récepteurs de I’acétylcholine au niveau de la membrane
post-synaptique de la jonction neuromusculaire paraissent en effet régulées par des signaux
antérogrades provenant du motoneurone. La differenciation de la terminaison axonale est, quant
aelle, également régulée par des signaux rétrogrades. Le nerf et le muscle ont des roles distincts
dans la differenciation du compartiment synaptique. Les étapes initiales de cette differenciation
et la formation de la plaque motrice requierent plusieurs agents moléculaires post-synaptiques
dont le récepteur tyrosine kinase a I’agrine, MuSK et la rapsyne. La croissance axonale et la
maintenance de 1’appareil post-synaptique dépendent surtout de I’agrine neuronale et d’un
signal spécifique émanant de la fibre nerveuse, chargé de disperser les reliquats d’agrégats de
récepteur d’acétylcholine ectopiques, tout cela étant possiblement médié par 1’acétylcholine
elle-méme. La neuréguline intervient essentiellement dans le maintien de la cellule de Schwann,
qui guide la croissance axonale. La formation synaptique du systéme nerveux central présente
en fait de nombreuses similitudes avec le développement de 1’innervation motrice. Cela permet
I’étude de certains mécanismes de restauration de la connectique nerveuse, succédant a une
lésion nerveuse traumatique ou dégénérative et ainsi d’envisager 1’émergence de nouvelles
thérapeutiques qui pourraient favoriser la récupération sur un plan fonctionnel.

On distingue trois étapes fondamentales dans la formation synaptique :

e La création d’une connexion entre 1’axone en croissance et sa cellule cible ;

e Ladifferenciation des cOnes de croissance axonaux en une terminaison nerveuse ;

e La formation de structures post-synaptiques dans les cellules cibles.

Ces étapes dépendent d’interactions intercellulaires médiées par des signaux, responsables
de la reconnaissance par 1’axone de la cellule post-synaptique appropriée et de la coordination

de la formation des differentes structures pré- et post-synaptiques au niveau de la synapse.
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Dés que le contact se forme entre I’extrémité d’un axone en croissance, et un myotube, une
neurotransmission existe, méme sous une forme rudimentaire, notamment par 1’intermediaire
des vésicules d’acétylcholine. Cela va aboutir a la création des zones synaptiques notamment
grace a de nombreux signaux rétrogrades, allant du muscle vers 1’axone. En effet, les seules
propriétés intrinseéques des différents éléments cellulaires mises en jeu sont insuffisantes. Des
¢tudes ont ainsi montré qu’apres dénervation, les synapses étaient capables de régénérer, en
particulier en regard d’'une membrane post-synaptique conservée. De méme, la spécialisation
présynaptique de I’axone débute uniquement apres un contact musculaire. Il existe donc, a
I’évidence, un rétrocontrole musculaire sur les axones, mais les mécanismes n’en demeurent
pas moins flous.... Deux molécules d’adhésion cellulaire, la N-CAM et la N-cadhérine,
présentes au niveau des terminaisons axonales et des myotubes, stabiliseraient le contact
muscle/ nerf.

La formation synaptique achéve celle du systeme nerveux en lui permettant d’acquérir sa
fonctionnalité. Elle nécessite une organisation spatiotemporelle rigoureuse : la terminaison
nerveuse doit atteindre une zone spécifique de la cellule cible ; la membrane post-synaptique
nécessite d’étre hautement sensibiliséé au neurotransmetteur largué par la terminaison nerveuse
correspondante. Cet ensemble fonctionnel doit étre suffisamment stable pour se pérenniser tout
au long de ’existence, mais en méme temps €tre suffisamment plastique pour évoluer avec les
processus d’apprentissage. La synaptogénese est aussi un processus hautement spécifique :
méme si les cellules pré- et post-synaptiques peuvent synthétiser leurs propres composants,
I’échange de nombreux signaux est nécessaire pour coordonner leur activité a chaque instant.
En ce qui concerne la jonction neuromusculaire, des modeles in vitro ont initialement montré
que deux molécules, I’agrine et I’ARIA-neuréguline B1 pouvaient étre responsables de
I’accumulation, de la synthése et de la maturation des récepteurs de 1’acétylcholine. Les
stratégies d’invalidation des genes codant pour ces deux molécules ont été utilisées chez la
souris pour préciser leur role au cours du développement de la jonction.

Les concepts récents ont permis d’affiner trés nettement le role de chacune de ces molécules
dans la maturation de la jonction neuromusculaire. MuSK reste la plaque tournante de la
differenciation post-synaptique. L’accumulation et la synthése des récepteurs d’acétylcholine
sont guidées par 1’agrine (agrégation des récepteurs via I’interaction du complexe MuSK/agrine
avec la rapsyne mais aussi une action propre s’opposant a leur separation) et Dok-7 qui permet

leur phosphorylation a MuSK.
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La maturation des récepteurs d’acétylcholine résulterait, elle aussi de [I’interaction
agrine/MuSK via I’implication de GTPases (Rac/Cdc42) dans la régulation transcriptionnelle
des sous-unités du récepteur.

La neuréguline émanant du nerf agirait essentiellement par son interaction avec ses
récepteurs situés a la surface de la cellule de Schwann terminale et se positionne a présent
comme une molécule clé du maintien de la cellule de Schwann et donc, par ce biais, de la
régénération nerveuse.

L’implication dans les synapses du systeme nerveux central de certains de ces interlocuteurs
moléculaires, illustre bien la complexité des interactions antéro et rétrogrades nécessaires a la

formation, au développement et au maintien de la jonction neuromusculaire.

B. Le nerf traumatisé

1. Physiologie du nerf traumatisé

Les traumatismes des nerfs périphériques sont fréquents et sources de handicaps significatifs.
Leur prise en charge aboutit dans certains cas a une récupération fonctionnelle, restant

cependant souvent incomplete et aléatoire.

a. Mécanismes physiopathologiques

Les étiologies les plus courantes sont les accidents de la voie publique, au premier chef desquels
on retrouve les accidents des deux roues. Statistiquement, les 1ésions des nerfs périphériques
sont plus fréquentes au niveau des membres supérieurs (73,5% des lésions traumatiques),
concernant en particulier le nerf ulnaire. Les mécanismes l€sionnels les plus fréquemment
impliqués sont la traction, la section, I’écrasement et dans une certaine mesure I’ischémie en
rapport avec les effets d’une compression sur le nerf périphérique :

Ce mode de souffrance du nerf périphérique est celui qui caractérise la génese des
syndromes canalaires quel qu’en soit le siege.

Une compression breve va générer un arrét de la conduction nerveuse et des transports
axonaux, entrainant une paralysie totale motrice et sensitive (ischémie aigué€, suivie d’une

restauration survenant en quelques minutes).
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Une compression chronique entraine une dégénérescence limitée par 1’intégrité¢ des
membranes basales. Au début apparaissent une distorsion et un télescopage de la myéline
paranodale.

Plusieurs couches de myéline peuvent étre atteintes, avec ralentissement de la
conduction. Au niveau du segment atteint, la my¢éline peut constituer des bulbes d’oignons et
entrainer une augmentation quantitative du collagene endoneural.

Des phénomenes ischémiques coexistent avec rupture de la barriere hémato-
endoneurale.

La perennisation de la compression aboutit a une dégénerescence du nerf distal, avec
amyotrophie, la paralysie étant de survenue tardive.

La levée de la compression va entrainer une restauration complete de la fonction si elle
est pratiquée avant la survenue de cette dénervation dont le meilleur exemple est le fait de tous
les syndromes canalaires et de 1’efficacité de leur traitement. La myéline ancienne disparait et
une prolifération des cellules de Schwann assure sa reconstitution.

Des phases répétées de démyélinisation et de remyélinisation peuvent se succéder, voire
coexister dans des zones voisines. Les segments nerveux atteints montrent des formations de
cellules de Schwann en bulbe d’oignon, et une augmentation du tissu interstitiel endoneural par
du collagene.

La continuité des membranes basales autorise de facon tres prolongée la récupération

fonctionnelle apres traitement.

2. Dégénérescence nerveuse

Au cours des lésions traumatiques aigué€s ou lors de compressions chroniques
n’entrainant pas de rupture de la continuité axonale (lésions de premier dégré), on constate
comme seule anomalie morphologique évidente, des modifications de la gaine de myéline,
commengant par une contusion, s’étendant jusqu’a la région paranodale concernée. Elle peut
s’étendre a quelques segments adjacents et engendrer une diminution des vitesses de
conduction. Dans les 1ésions aigu€s, on peut observer des blocs de conduction alors que
I’examen ¢électrophysiologique de chacune des extrémités nerveuses reste normal. Il existe un
processus régénératif qui aboutit a une remyélinisation, apres élimination de la gaine de myéline
1ésée.

Dans les compressions chroniques, les phases de démyélinisation/ remyélinisation se

succedent pour aboutir a la formation d’'une morphologie segmentaire en bulbe d’oignon, lié¢e
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a la prolifération des cellules de Schwann et a I’expansion du contenu interstitiel endoneural
envahi par du matériel collagénique.

Dans les 1ésions du second dégré et plus, il existe des changements visibles au niveau
du site 1ésionnel mais c’est surtout le segment distal qui va étre le sieége d’un processus de
dégradation antérograde appelé dégénerescence wallérienne, selon une cascade d’événements
dont le déclenchement initial est calcium-dépendant. Les premieres modifications aboutissent
a une fragmentation axonale et myélinique et débutent dans les heures qui suivent le
traumatisme. Elle se produit selon la méme cinétique que la dégénérescence antérograde
wallérienne, une dégénérescence rétrograde. Elle ne touche en général que quelques segments
avec une séquence lésionnelle identique.

La dégénérescence est maximale apres section du nerf comportant ipso facto une
interruption des membranes basales et la faillite fonctionnelle du p6le émetteur du neurone,
I’arbre somatodendritique en étant le pdle récepteur. La réponse du nerf périphérique est unique,
ce qui le differencie des ¢éléments constitutifs du systéme nerveux central. L’existence de
mécanismes compensateurs initiés, au sein des motoneurones, lors de processus pathologiques
ou traumatiques ne fait nul doute aujourd’hui (Grimby et al., 1989 ; Trojan et al., 1991). Il a
ainsi été démontré qu’apres des lésions axonales, les 1ésions du systéme nerveux périphérique
étaient capables de régénérer leurs axones pour réinnerver des cibles variées (Fu et Gordon,

1997).

3. Meécanismes de réparation neuronale

Dans les traumatismes séveres, la régénération ne commence qu’apres 1’aboutissement
de la phase de dégénérescence wallérienne alors que dans les lésions modérées, le processus
débute presque immédiatement. Une cascade d’évenements succéde au traumatisme, mettant
en jeu des facteurs neurotrophiques et des molécules de signalisation cellulaire. Les cellules de
Schwann y jouent un rdle indispensable, d’une part en intensifiant la synthese de molécules
d’adhésion a leur surface et en favorisant la croissance de la matrice protéique extracellulaire ;
et d’autre part, en activant certains génes par le biais de facteurs neurotrophiques se liant a des

récepteurs thyrosine kinase.

a. Bourgeonnement axonal
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Lorsqu’une lésion survient sur un nerf périphérique, un axone repousse a partir du
fragment proximal jusqu’au fragment distal en cours de dégénérescence, en le colonisant par
tunnellisation pour atteindre de nouveau la synapse et reformer une nouvelle terminaison
nerveuse. Les motoneurones peuvent ainsi constituer une nouvelle jonction neuromusculaire,
mais aussi des synapses des trois types d’axones du systeme nerveux périphérique (moteur,
sensoriel et autonome).

Le principal mécanisme mis en jeu est representé par le bourgeonnement axonal (BA).
Celui-ci permet aux motoneurones survivants d’augmenter la taille de leur unité motrice (UM)
(incluant le motoneurone et toutes les fibres musculaires innervées par celui-ci) en allant
réinnerver les fibres musculaires dénervées pour atteindre jusqu’a trois a huit fois la taille d’une
unité motrice normal (Brown et Ironton, 1978 ; Fisher et al., 1989 ; Gordon et Pattullo, 1993 ;
Jansen et Fladby, 1990 ; Rafuse et al., 1992 ; Tam et al., 2001 ; Thompson et Jansen, 1997 ;
Yang et al., 1990). Cependant, lorsqu’il ne reste plus que 20% d’unités motrices fonctionnelles,
la capacité d’accroissement de 1’unité motrice est insuffisante pour réinnerver toutes les fibres
musculaires dénervées : on assiste alors a la survenue d’une amyotrophie (Luff et al., 1988 ;
Rafuse et al., 1992 ; Rafuse et Gordon, 1996a, 1996b).

Le bourgeonnement axonal permet I’émergence de fines ramifications axonales en
provenance des axones sains. Il débute au niveau de I’extrémité proximale des fibres 1ésées,
habituellement dans les heures qui suivent le traumatisme, mais il peut parfois s’écouler
plusieurs jours avant que le prolongement cellulaire n’émerge de 1’extrémité proximale lésée.
Un cone de croissance se forme a I’extrémité de I’axone en régéneration. Il s’agit d’un appareil
spécialisé, capable de motilité, doué de propriété « d’exploration ». Les caractéristiques du tissu
cicatriciel au niveau du site traumatique, si elles sont défavorables, peuvent empécher 1’axone
de rejoindre I’extrémité distale, s’égarent alors dans le tissu conjonctif, poussent de fagon
anarchique pour former un névrome au niveau du moignon proximal. Quelques axones peuvent
tout de méme franchir la cicatrice, réalisant alors un névrome en continuité.

Trois catégories de bourgeonnement axonal sont définies en fonction du niveau
d’émergence du bourgeon : le sprouting dit « ultra-terminal » dirige le bourgeon axonal
jusqu’aux jonctions neuromusculaires avec une émergence provenant de 1’axone principal juste
avant son épanouissement dans les gouttieres synaptiques ; le sprouting préterminal émergeant
plus a distance de la terminaison axonale; et le sprouting nodal en regard des nceuds de Ranvier.
Une germination axonale intense devient nécessaire lorsque plus de 85% des motoneurones ont
été détruits, et reste aléatoire lorsque seuls 20% de ces derniers subsistent. Dans les cas

extrémes, un seul axone peut alors émettre plusieurs types de bourgeonnement, voire méme
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plusieurs pousses de méme type. La capacité des motoneurones a accroitre le nombre de fibres
musculaires au sein de leur unité motrice, grace au bourgeonnement axonal, par un facteur 3 a
8, a ét€ mise en évidence par des expériences électrophysiologiques (Brown et Ironton, 1978 ;
Fisher et al., 1989 ; Gordon et Pattullo, 1993 ; Thompson et Jansen, 1977). De plus, il a été
démontré que malgré une diminution du nombre d’unités motrices lors de dénervations, les
unités motrices restantes compensaient par une augmentation de contractilité proportionnelle a
I’importance de la dénervation (Rafuse et al., 1992 ; Tam et al., 2001).

Le bourgeonnement axonal est un parametre fondamental a considérer dans la tentative
de compréhension des mécanismes physiopathologiques responsables d’une perte
motoneuronale mais aussi dans les implications cliniques qu’il peut susciter dans le cadre de
pathologies variées comme la polyomyélite, la sclérose latérale amyotrophique, les 1ésions
nerveuses traumatiques partielles ou méme les dénervations fonctionnelles.

Malgré les tentatives de compensation motrice mises en jeu dans ces pathologies, il a
¢été clairement montré qu’une absence ou a I’inverse une trop grande activité neuromusculaire
était néfaste au bourgeonnement axonal dans les muscles partiellement dénervés de ces

malades.

b. Facteurs neurotrophiques

Le bon déroulement des processus de dégénérescence /régénération requiert un systeme
de communication cellulaire sophistiqué, déclenchant des cascades de signalisation cellulaire
complexes ainsi qu’un systeme de facteurs trophiques élaborés, similaire a celui des processus
inflammatoires. Des facteurs comme le NGF ou le BDNF et bien d’autres ont ét¢ identifiés et
participent a la survie cellulaire et a sa maintenance en conditions normales. L.e NGF est, par
exemple, modulé de facon extrémement dynamique par la cible du nerf périphérique puis
transporté au niveau du corps cellulaire par le flux axonal rétrograde. Sa concentration au niveau
du corps cellulaire diminue au cours d’un traumatisme. Elle pourrait étre le facteur moléculaire
déclenchant des processus de reparation. Ces facteurs neurotrophiques se lient a des récepteurs
spécifiques qui transmettent la signalisation cellulaire et régulent 1’activation de nombreux
genes. On retrouve par exemple ces récepteurs sur les cellules de Schwann formant les bandes
de Biingner, leur concentration augmentant apres le traumatisme. Ils sont eux-mémes soumis a
des mécanismes de régulation complexes. Le NGF est aussi retrouvé dans le cone de croissance
et transmis au corps cellulaire de maniere rétrograde stimulant ainsi continuellement la

croissance axonale, de méme qu’il la guide par une interaction avec les cellules de Schwann.
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c¢. Conséquences fonctionnelles potentielles

La régénération axonale n’implique pas une récupération fonctionnelle ad integrum.
Elle se termine par un processus de maturation au sein du nouvel axone a une vitesse inférieure
a celle de sa premiere phase de croissance, pouvant durer jusqu’a un an. La remy¢linisation suit
un scénario superposable a celui observé au cours du developpement aboutissant a un
alignement de cellules de Schwann qui enveloppent chaque axone d’une gaine multilamellée
de myéline. Elle débute dans les deux semaines qui suivent le début de la régénération axonale.

e Récupération fonctionnelle.
Elle ne nécessite pas obligatoirement une restitution parfaite de l’architecture nerveuse.
Cependant, les effets d’une dénervation prolongée, altérant significativement la récupération
fonctionnelle, sont proportionnels a sa durée d’évolution. Ils sont liés a la fois aux difficultés
de régénération nerveuse mais aussi aux modifications de la cible au niveau périphérique et
central (neuroplasticité).
Le facteur clé de la régénération nerveuse est la conservation des membranes basales.

Méme en cas de récupération motrice significative, le pronostic fonctionnel est grevé
par les déficits sensitifs concomitants, en particulier proprioceptifs. Les récepteurs sensitifs
peuvent persister au-déla d’un an et permettre ainsi des reconnexions fonctionnelles. Le schéma
sensitif est relativement bien conservé dans les 1ésions du premier et second dégré du fait de la
connexion des bons axones aux bons récepteurs. Apres des lésions plus séveres et une
réparation nerveuse, la récupération sensitive n’est jamais compléte. Enfin, il y a le caractere
tres médiocre de possibilité de régénération des fibres végétatives. De nombreux facteurs
participent a ce phénoméne notamment I’impossibilité pour certains axones de regagner les
récepteurs, I’existence de réinnervations croisées, ainsi qu’une possible dégradation de certains
récepteurs ou enfin des modifications corticales liées a la neuroplasticité.

e Neuroplasticité
Une 1ésion du nerf périphérique et sa régénération vont entrainer des modifications
fonctionnelles des aires corticales correspondantes. Ces modifications se retrouvent au niveau
des projections thalamiques, du tronc cérébral et probablement au niveau medullaire selon une
séquence inconnue. Ce phénomene entre dans le cadre de la plasticité cérébrale. Le
recouvrement sera total si les zones dénervées sont limitées, partielles si elles sont étendues
avec des zones corticales résiduelles silencieuses. L’échéance de ces substitutions-

réorganisations se divise en une premiere phase précoce de réactivation rapide de quelques
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heures, 24 heures apres le traumatisme et en une deuxieme phase ensuite plus progressive. On
observe les mémes phénomenes sur le versant moteur. Au cours des lésions des nerfs
périphériques, il existe des modifications sensorielles dues aux modifications corticales : des
sensations aberrantes dues aux substitutions d’influx et a la surreprésentation des zones
adjacentes générant une hyperpathie, des difficultés de localisation, une astéréognosie, une
hypersensibilité (hyperesthésie, hyperpathie, dysesthésies). Les douleurs de membres
« fantdmes » trouvent une partie de leur substrat anatomique dans ces remaniements. La
régénération du nerf périphérique, imparfaite, va de nouveau perturber cette organisation. La
reconquéte des aires de projection restera en général incomplete, méme apres une durée
d’évolution longue. Elle se fait souvent dans le désordre, en patch, certaines zones réinnervées
pouvant avoir plusieurs représentations ou aucune. Ces représentations peuvent €tre mal
localisées. La derniere réorganisation aboutit a une aire de représentation corticale plus petite,

disharmonieuse, conservant des patchs de représentation des zones adjacentes.

V. LES EFFECTEURS SCHWANNIENS DE LA MAINTENANCE
MYELINIQUE/ LES REGULATEURS TRANSCRIPTIONNELS
MAJEURS DU PROCESSUS DE MYELINISATION ET DE
DEMYELINISATION

Les facteurs de transcription du domaine Pou sont des régulateurs importants des cellules de
Schwann dans le délai et le taux de transition pour le passage des cellules de Schwann de la
phase promyélinisante a la phase myélinisante (Bermingham et al., 1996 ; Jaegle et al., 1996,
2003). Alors que dans les nerfs des rongeurs normaux, la grande majorité des cellules de
Schwann a myéline compétente font la transition dans la premiere semaine postnatale, les
cellules de Schwann mutants pour Oct6/Scip initient cette transition avec 1 a 2 jours de retard
et le font avec une cinétique altérée. La délétion de 1’ensemble Oct6/Scip et Brn2 entraine un
phénotype sévére avec persistance des cellules de Schwann a I’état promyélinisant a 1’age
adulte et des axones hypomyélinisés. La cible majeure de la régulation d’Oct6/Brn2 est
immédiatement le géne précoce EGR2/Krox20. Des études précédentes sur des souris ont
identifié Egr2/Krox20 comme un facteur de transcription requis pour le développement des
cellules de Schwann en cellules myélinisantes (Topilko et al., 1994). Les nerfs périphériques
de souris avec suppression d’Egr2/Krox20 présentent des niveaux inférieurs de génes majeurs

de myéline avec des cellules de Schwann arrétés au stade promyélinisant, incapables de se
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différencier en cellules myélinisantes. Des analyses indépendantes de souris avec 1’alléle Egr2
hypomorphe (Egr2 Lo/LLo) ont confirmé les observations précédentes (Le et al., 2005a).

Des apercus supplémentaires critiques de la régulation transcriptionnelle de la
myélinisation a mis en évidence la zone HMG contenant le facteur de transcription Sox10
comme un médiateur intégral de la différenciation des cellules de Schwann. Sox10 est
spécifiquement exprimé dans les cellules de Schwann et d’autres cellules de la créte neurale
dérivées de tissus et est requis pour la spécification des cellules de Schwann de la créte neurale
(Britsch et al., 2001 ; Kuhlbrodt et al., 1998b). Sox10 appartient a la classe E des facteurs Sox,
qui inclut aussi Sox8 et Sox9 (reviewé dans Wegner et Stolt, 2005). En effet, des études récentes
issues du groupe Wegner ont mis en évidence une redondance fonctionnelle dans un contexte
spécifique de développement incluant la différenciation des oligodendrocytes (Finzch et al.,
2008 ; Stolt et al., 2004).

Cependant, Sox10 apparait étre un membre prééminent de cette famille régulant des

cellules de Schwann.

A. Coordination des processus de myélinisation

Le facteur de transcription Krox20 est la cible majeure de la régulation d’Oct6 et de Brn2.
L’activation de la transcription d’Egr2 des cellules de Schwann est médiée a travers un élément
du locus d’Egr2 agissant en cis appelé « myelin associated Schwann cell enhancer ou mSCE
(Ghislain et Charnay 2006 ; Ghislain et al., 2002). Des expériences de cotransfection ont montré
qu’Oct6/Brn2 et Sox10 sont activés en synergie par le biais de ce mSCE (Ghislain et Charnay,
2006 ; Kuhlbrodt et al., 1998a). Bien qu’Oct6 et Brn2 sont régulés transitoirement a la hausse
pendant la différenciation des cellules de Schwann, Sox10 est exprimé a tous les stades de
développement de la lignée des cellules de Schwann (Jaegle et al., 2003 ; Kuhlbrodt et al.,
1998b ; Sim et al., 2002). L’analyse de Sox10 hypomorphique des souris pour lesquels ce
facteur a été muté confirme encore 1I’implication de Sox10 dans la régulation d’Oct6/Scip. La
relation de régulation entre Sox10, Oct6, Brn2 et Krox20 ressemble a un systéme dans lequel
le facteur A (Sox10) active le facteur B (Oct6/Scip) et par la suite, active en synergie avec B le
facteur C (Krox20). Un circuit de regulation a été mis en évidence a travers des observations
que les cellules de Schwann promyélinisantes chez des animaux présentant une mutation de
Lig4 ont un retard de développement similaire a ce qui est observé chez les animaux dont Oct6

est muté (Bermingham et al., 2002, 2006 ; Darbas et al., 2004). Comme Lig4 est une molécule
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exprimée et sécrétée dans les cellules de Schwann, il est concevable qu’elle module la voie de
signalisation qui déclenche I’activation d’Oct6/Scip ou Sox10 a travers des modifications telles
que la phosphorylation et I’acétylation ou la traduction, ou la stabilit¢ de I’ARNm de Krox20.
Il est récemment montré qu’Oct6/Scip contient un signal nucléaire qui permet 1’¢élimination
rapide d’Oct6/Scip du noyau (Baraneck et al., 2005). I1 est cependant probable que ce mode de
régulation joue un rdle dans les cellules de Schwann avec mutation de Lig4 (Darbas et al.,
2004).

Tout mécanisme posttraductionnel agissant sur Oct6/Scip devrait aussi 1’étre sur Brnl
(Pou3f3) comme il a été montré que Brnl peut jouer pleinement la fonction d’Oct6/Scip dans
les cellules de Schwann en différenciation chez des souris pour lesquelles une mutation sur le
gene Brnl a été induite (Friedrich et al., 2005). Oct6/Scip et Brn2 fonctionnent comme
activateurs de 1’expression de gene, en particulier Krox20. Cependant, des expériences de
cotransfection dans des cultures primaires de cellules de Schwann ont montré qu’Oct6/Scip
peut aussi fonctionner comme un répresseur de genes majeurs de myéline comme la Myelin
protein zero (Mpz) et la Myelin basic protein (Mbp) (Monuki et al., 1990, 1993). L’analyse
d’animaux mutés pour Oct6/Scip n’a pas confirmé son role répressif dans les cellules de
Schwann promy¢linisantes, par contre en son absence, les niveaux d’ARNm de MBP et de

PMP22 ainsi que ceux de la protéine MPZ sont fortement réduits (Jaegle et al., 1996).

1. La régulation d’Oct-6/ Scip

Oct6/Scip est a I’origine décrit comme un facteur du domaine POU qui est réprimé dans les
cultures primaires de cellules de Schwann de rat mais dont I’expression est régulée a la hausse
avec une cinétique intermédiaire suivant I’administration de cAMP (Monuki et al., 1989).
L’activation de la protéine kinase A (PKA), le principal cible du second messager cAMP, dans
les cultures de cellule de Schwann induit une régulation a la hausse des genes impliqués dans
la myélinisation, posant ainsi ’hypothése que PKA aurait un rdle dans le processus de
myélinisation (Morgan et al., 1991 ; Sobue et al., 1986). En effet, I’inhibition de I’activité de
PKA entraine une réduction de la myélinisation dans les cocultures de cellule de Schwann et
de neurones (Howe et McCarthy, 2000). Une cible majeure de la signalisation de PKA est
I’¢élément de réponse de cAMP se liant a la protéine ou Crebp. Crebp est phosphorylé par PKA
suivant 1’administration de cAMP aux cellules de Schwann mais son effet direct sur

I’expression d’Oct6/Scip n’est pas clair (Lee et al., 1999). Un autre cible de PKA est le NFkB,
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un facteur de transcription impliqué dans la prolifération et la différenciation d’une variété de
cellules (Zhong et al., 1998). NFkB est indispensable dans les cellules de Schwann pour
’activation d’Oct6/Scip et la myélinisation (Nickols et al., 2003). L’activité transcriptionnelle
de NFkB peut étre régulée a travers la phosphorylation par PKA a Ser276 de p65 et I’inhibition
de PKA entraine une diminution de la formation de la myéline dans les cocultures de cellule de
Schwann et neurones (Yoon et al., 2008). Bien que le NFkB activé entraine une élévation du
niveau de protéine dans les cultures de cellules de Schwann, il n’affecte pas le niveau d’ARNm
d’ Oct6/Scip suggérant que le NFkB régule ’expression d’Oct6/Scip dans les cellules de
Schwann au stade post-transcriptionnel. L expression d’Oct6/Scip in vivo est controlé par les
signaux axonaux incluant la Neuregulinel de type III (Leimeroth et al., 2002 ; Scherer et al.,
1994 ; Taveggia et al., 2005). Ces signaux convergent vers le géne Oct6/Scip des cellules de
Schwann localisées en aval du géne pour reguler chaque aspect de I’expression d’Oct6/Scip des
cellules de Schwann (Ghazvini et al., 2002 ; Mandemakers et al., 2000). En effet, I’all¢le
hypomorphe de Sox10 supporte le développement des cellules de Schwann mais les cellules ne
régulent pas positivement Oct6/ Scip dans la vie tardive feetal (Schreiner et al., 2007). Une
analyse plus poussée identifierait des éléments de Sox10 qui conferent le contrdle temporel de
I’activation du geéne Oct6/ Scip.

Au cours du développement normal du nerf, I’expression d’Oct6/ Scip est rapidement éteint
dans les cellules de Schwann myélinisantes. Le mécanisme par lequel I’expression d’Oct6/ Scip
est regulé négativement n’est pas encore connu. Il est aussi montré que Krox20/ Egr2 est
impliqué dans I’extinction de I’expression d’Oct6/Scip dans les cellules myélinisantes comme
la suppression de Krox20/Egr2 leur fait perdre la capacité a réguler négativement Oct6/ Scip
(Zorick et al., 1999). Il est possible que la region promotrice d’Oct6/ Scip contiennent de
multiples sites de liaison de Krox20/ Egr2. Il a été montré que Krox20/ Egr2 joue un rdle de
répresseur transcriptionnel a travers son interaction avec les répresseurs Nab. Cependant, il
manque des preuves qui confirment la regulation négative de Krox20/ Egr2 sur Oct6/ Scip.
L’identification des facteurs impliqués dans I’extinction de 1’expression d’Oct6/ Scip est
important, ces facteurs pourraient contribuer au développement des neuropathies périphériques.
Effectivement, I’expression forcée d’Oct6 dans les cellules de Schwann au dela des premieres
stades myélinisantes entraine une hypomyélinisation et une perte axonale soulignant un besoin

de régulation négative d’Oct6 au cours du développement normal (Ryu et al., 2007).

2. Le role de Sox10 dans les cellules de Schwann myélinisantes
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Bien que I’expression de Sox10 soit maintenue dans les cellules de Schwann myélinisantes, le
phénotype embryonnaire précoce de souris « knockout » empéche les essais de tester le role
définitif de Sox10 au cours de la myélinisation assurée par les cellules de Schwann (Britch et
al.,2001). Sox10 régule I’entrée au stade promyélinisant a travers son role d’induction sur Oct6/
Scip et Krox20/Egr2. En plus, Sox10 intervient tout au long du processus de myélinisation.
Beaucoup de genes de la myéline conservent les sites de liaison de Sox10 qui sont importants
pour assurer sa fonction (Bondurand et al., 2001 ; Denarier et al., 2005 ; Peirano et al., 2000) et
la liaison de Sox10 a ces sites a été montré dans les nerfs sciatiques myélinisantes in vivo
(LeBlance et al., 2007). Enfin, des mutants Sox10 ont été identifiés dans plusieurs maladies
humaines incluant des défauts de la myéline périphérique, des neuropathies périphériques
démyélinisantes, la leucodystrophie démyélinisante, le syndrome de Waardenburg et la maladie
de Hirschsprung (Inoue et al., 2004). Sox10 n’a pas qu’un role dans la différenciation des
cellules de Schwann mais joue aussi un role dans D’initiation de la myélinisation. La
caractérisation initiale de souris déficientes en Sox10 a montré qu’il est nécessaire pour
I’expression embryonnaire de Mpz et se lie a plusieurs sites dans le promoteur de Mpz (Peirano
et al., 2000). Utilisant ces sites cibles, un certain nombre d’études de structure/fonction de
Sox10 ont encore ¢lucidé son mécanisme d’action. La caractéristique unique de la classe E des
facteurs Sox10 est leur capacité a se lier a I’ADN comme monoméres ou diméres. La formation
de dimeres peut augmenter une affinité apparente comme la liaison du dimere Sox10 aux deux
sites adjacents dans le promoteur Mpz (Peirano et Wegner, 2000). Un autre aspect frappant de
Sox10 est sa capacité a induire « la flexibilité » de I’ADN (Schlierf et al., 2002). Sox8 pourrait
jouer le role de Sox10 dans le développement du nerf périphérique s’il est exprimé sous les
mémes controdles de développement (Kellerer et al., 2006). Les mutants Sox10 avec un domaine
de dimérisation défectueuse sont capables de supporter le développement initial des cellules de
Schwann mais des cellules incapables d’entrer au stade promyélinisant, caractérisé par
I’expression d’Oct6/ Scip. L’allele Sox10 dans lequel est deleté le domaine d’activation de K2
peut conduire les cellules de Schwann au stade promyélinisant mais sont incapables d’initier la

myélinisation (Schreiner et al., 2007).

B. Régulation transcriptionnelle de la démyélinisation

Si un programme transcriptionnel spécifique doit étre réprimé pour permettre la myélinisation,

une idée corollaire est que la démyélinisation associée a une lésion nerveuse (ou certains types
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de neuropathies périphériques héréditaires) est aussi coordonnée par un programme
transcriptionnel spécifique. Les voies impliquées dans la formation des cellules de Schwann
non myélinisantes et sa maintenance a été reviewé (Jessen et Mirsky, 2005), et une des voies
majeures qui a émergé implique 1’activateur C-Jun dont I’implication dans la prolifération des
cellules de Schwann a été mis en évidence (Parkinson et al., 2004). Ces études ont décrit une
relation antagoniste mutuelle entre Krox20/Egr2 et C-jun qui regule la transition entre cellules
de Schwann non myélinisantes et myélinisantes (Parkinson et al., 2008) et ont fourni une base
pour les observations précédentes que les cellules de Schwann des souris déficientes en Krox20
ne perdent pas seulement la capacité a myéliniser mais aussi des niveaux €levés de prolifération
et d’apoptose ( Le et al., 2005a ; Topilko et al., 1994 ; Zorick et al., 1999). Par ailleurs, C-jun
est aussi capable de rentrer en antagonisme avec 1’expression des genes de la myéline
independamment des effets du cycle cellulaire (Parkinson et al., 2008).

Une autre variation de ce theme a été récemment présentée dans une analyse d’un mode¢le de
souris de CMT1B, qui est causée par un gain de fonction des mutants de Mpz. L’expression de
ce mutant a montré qu’il provoque une UPR caractérisée par I’induction des facteurs de
transcription Chop et le chaperone Bip (Pennuto et al., 2008). Le méme mutant Mpz est exposé
a une réduction de la démyélinisation, indiquant que I’UPR joue un important role dans la
démyélinisation causée par ce mutant. Bien que Chop soit impliqué dans la promotion de
I’apoptose dans certains systémes, son activation dans les cellules de Schwann causerait une
démy¢élinisation en absence de 1’apoptose. Ces résultats indiquent que le ciblage de I’activité de
Chop ou autre médiateur UPR pourrait étre une cible attractive pour le traitement de
neuropathies périphériques humaines, et il sera important de déterminer si 1’activation de Chop

entraine la méme conséquence qu’une mutation d’autres genes de la myéline.

1. Role de C-Jun

C-Jun est un composant majeur du complexe de transcription AP-1 mais aussi un composant
de la voie de la kinase terminale Jun-N- (Mechta-Grigoriou et al., 2001). Il est fortement
exprimé dans les cellules de Schwann immatures a E17 juste avant le début de la myélinisation,
dans les cultures de cellules de Schwann et dans les cellules de Schwann des nerfs sectionnés
(De Felipe et Hunt, 1994 ; Stewart, 1995 ; Shy et al., 1996 ; Parkinson et al., 2004). In vitro, C-
Jun est requis pour la prolifération des cellules de Schwann en réponse a la neureguline-1

(Parkinson et al., 2004) et intervient aussi dans la mort induite par TGFf, un phénoméne qui a
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lieu aussi bien au cours du développement normal qu’apres une section de nerf de nouveau-né
(Parkinson et al., 2001 ; D’ Antonio et al., 2006b). Contrairement au niveau ¢levé de C-jun avant
la myélinisation et dans les nerfs 1ésés, les niveaux d’expression de C-jun sont bas a tous les
autres stades (Parkinson et al., 2004 ; Bhaskaran et al., 2007). Le profil d’expression suggere
que C-jun peut jouer un role dans les cellules de Schwann immatures et les cellules de Schwann
dédifférenciées. Krox 20 est le facteur de transcription le plus important du contrdle de la
myélinisation (Topilko et al., 1994 ; Zorick et al., 1999 ; Nagarajan et al., 2001 ; Parkinson et
al., 2004 ; Decker et al., 2006). Krox-20 inactive aussi la réponse proliférative des cultures de
cellules de Schwann a la neureguline-1 et la réponse apoptotique de TGFp, toutes les deux sont
caractéristiques du phénotype des cellules de Schwann immatures (Parkinson et al., 2001 ;
2004). Krox 20 inhybe C-Jun, ce qui est a I’origine des niveaux faibles de C-jun dans les cellules
my¢linisantes. Il est observé aussi bien in vivo qu’in vitro, ou les niveaux de C-Jun deviennent
élevés dans les nerfs de souris présentant une altération de Krox20 alors que ces niveaux sont
supprimés dans les nerfs sauvages. La suppression de C-Jun est vue comme le mécanisme par
lequel Krox-20 empéche la prolifération et 1’apoptose en réponse a la neureguline-1 et TGFf
respectivement (Parkinson et al., 2004). C-Jun est aussi un régulateur important de 1’étape de
différenciation des cellules de Schwann. Il agit comme un suppresseur du phénotype
myélinisant, une fonction indépendante de son role dans la prolifération et 1’apoptose ; il bloque
la myélinisation dans les cocultures de neurones-cellules de Schwann et quand C-Jun est
exprimé dans les cellules de Schwann exprimant Krox 20, il empéche la régulation positive de
PO qui a lieu normalement en réponse a I’expression de Krox20 (Parkinson et al., 2008).
Cependant, des observations dans des nerfs de souris postnatales avec inactivation de C-jun ont
montré que la myélinisation n’a pas été¢ accélérée dans ces nerfs en absence de protéines
potentiellement répresseuses du signal de la myélinisation. Cela reflete que dans le nerf normal,
C-Jun est effectivement supprimé par le signal de Krox20 au début de la myélinisation.
L’expression forcée de C-Jun inhibe I’expression de Krox20, de PO et de la periaxin en réponse

a une €élévation des niveaux de I’AMP cyclique.

2. La démyélinisation résulte d’un retard de développement

Pour confirmer que le défaut de la myélinisation résulte d’un retard de développement et pas
d’une destruction de la myéline, des nerfs ont été examinés a des ages post-nataux variés.

Contrairement aux controles, les nerfs sciatiques Tg80.2 (nerf sciatique avec une copie
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supplemenaire de 80% de MPZ) a PS5 et P14 ne contenaient pratiquement pas de myéline. Aussi,
le défaut des axones courts est plus évident a P5 et P14 qu’a P28 par des analyses semi-fines de
section. Pour quantifier le manque de formation de la myéline, la branche motrice du nerf en
développement a été examinée (quadriceps) comme précédemment décrit (Frei et al., 1999). A
P10, moins de 1% des axones ayant établi une relation 1 :1 avec des cellules de Schwann étaient
myélinisés au niveau des nerfs Tg80.2 alors que 100% de ces axones étaient myélinisés chez le
nerf sauvage. Un tres faible niveau de démyélinisation a été détecté dans les nerfs quadriceps,
comme des fragments occasionnels de myéline peuvent étre vus avec les axones ou les cellules
de Schwann a P10. Ainsi, les caractéristiques anormales des nerfs P28 sont attribuables a un
retard de développement mais pas a une destruction de la myéline qui a été synthétisée avant
bien que certaines fibres acquierent leur myéline a 1’age adulte. Les fibres fines myélinisées
occasionnellement ne sont pas distribuées au hasard dans des coupes transversales de nerf
sciatique. Une possibilité est que les fibres motrices et sensitives sont affectées différemment
car les fibres de la colonne vertébrale sont aussi distribuées dans la colonne vertébrale de

maniere non aléatoire (Ueyama, 1978).

3. La démyélinisation est un phénomene parallele au dosage et a la surexpression de
MPZ

La gravité croissante du phénotype comportemental, électrophysiologique et morphologique
est en parallele avec le nombre de copies croissants de transgenes. Par exemple, des animaux
avec des copies compris entre 0 et 10 (Tg80.3, F80.10) avaient un comportement normal et une
myélinisation correcte a P28. Par contre, des animaux avec des copies compris entre 10 et 20
(Tg80.4, F80.7) manifestent de Iégers tremblements, une vitesse de conduction du nerf égal a
11 m/s (Tg80.4) et une démyélinisation avec 50% des axones larges entourés par des cellules
de Schwann isolées qui ne forment pas de myéline. Enfin, des animaux avec des copies
supérieurs a 20 (Tg80.2, F80.1, F80.8 et F80.9) présentent clairement des tremblements, une
vitesse de conduction nerveuse égale a 2 m/s (Tg80.2) et une hypomyélinisation sévere. La
confirmation que la sévérité du phénotype est corrélée a une surexpression de MPZ a été faite
par RT-PCR. L’analyse des animaux Tg80.2, Tg80.3 et Tg80.4 a montré que MPZ était
surexprimé a environ 700%. La surexpression est en parallele au nombre de copies, de la gravité
du phénotype parmi les petits, les moyens et les grands nombres de copies. Pour montrer que
MPZ est surexprimé apres la naissance, le point de développement ou la myélinisation était

retardée, une analyse de RT-PCR de Tg80.2 a P2 a été réalisée. Il a été trouvé que le rapport de
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MPZ endogene de Tg80 était de 6,9 a P2, tres similaire a 7,3 trouvé a P28. Ces données avec la
démonstration par immunocytochimie ultrastructurale que PO est significativement augmenté
dans la membrane périaxonal, abaxonal et d’appareil de Golgi avec des cellules de Schwann de
Tg80 arrétés a PS montre que la surexpression de PO est associée a une hypomyélinisation
congénitale dans des nerfs sciatiques. Dans les Tg80.3 1égerement touchés, la démyélinisation
est liée a une expression de MPZ. Comme I’expression de MPZ de Tg 80.3 s’approche de son
pic entre P15 et P21 (Stahl et al., 1990), les nerfs sciatiques de Tg80.3 étaient hypomyélinisés
comparativement aux contrdles considérant qu’a P28, quand I’expression de MPZ tombe a des
niveaux d’adulte, les nerfs sciatiques contiennent des nerfs normaux du point de vue ultra

structurale.

4. Krox20/Egr2 et genes semblables

Egr2/Krox20 est un membre de la petite famille des genes de début de la croissance (Early
growth response « Egr ») qui incluent Egrl et Egr3. Krox20 est coexprimé avec le facteur Egrl
dans les cellules de Schwann au début de la myélinisation. A I’opposé, a 1’age de 1 mois,
Krox20 est exclusivement exprimé dans les cellules de Schwann myélinisantes alors que Egrl
est confiné aux cellules de Schwann non myélinisantes (Topilko et al., 1997). Inversement,
apres une lésion nerveuse, Krox20/ Egr2 est régulé négativement et Egrl est induit. Malgré le
profil d’expression « intrigante » de Egrl, aucune déficience n’a été notée dans la myélinisation
des nerfs périphériques dans des lignées de 2 KO independantes (Lee et al., 1996 ; Topilko et
al., 1998). 1l est suggéré qu’Egrl pourrait régulé 1’expression du récepteur de neurotrophine
p75 (Nikan et al., 1995), qui est exprimé par les cellules de Schwann non myélinisantes et est
requis pour une myé¢linisation effective (Cosgaya et al., 2002). Bien que 1’expression de p75 ne
soit pas diminuée dans des KO Egrl, Egr3 est aussi coexprimé dans les cellules de Schwann
exprimant p75 dans le nerf sciatique. Par ailleurs, un double KO d’Egr1 et Egr3 est a I’origine
d’une baisse de I’expression de p75 et des gaines minces de myéline comparable au phénotype
causé par une déficience de p75 (Gao et al., 2007). Egrl et Egr3 partagent de nombreuses
propriétés avec Krox20 incluant la capacité d’interagir avec les corépresseurs Nab (Sevetson et

al., 2000).

a. L’expression du géne Egr2 est activée par le facteur de transcription sox10
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Les cellules de Schwann représentent la population majoritaire des cellules gliales du systeme
nerveux périphérique. Elles peuvent étre soit myélinisantes, soit non myélinisantes. Pour étre
myélinisantes, les cellules de Schwann doivent passer différentes étapes consécutives. Avant le
début de la myélinisation, les cellules de Schwann établissent un contact 1/1 avec les axones de
calibres larges et commencent a envelopper les axones en faisant un tour et Y2 avec leur
membrane plasmique (Jessen et Mirsky, 2005). Le facteur de transcription Oct6 de la famille
Pit1-Oct1/2-Unc86 (POU) et Brn2 (Jaegle et al., 2003) induisent I’expression de
Krox20 (Ghislain et Charnay, 2006) qui a son tour active 1’expression de plusieurs genes de
myéline et fonctionne comme le régulateur principal de la myélinisation du systéme nerveux
périphérique (Topilko et al., 1994 ; Nagarajan et al., 2001). Il a été déja montré que, le HMG-
box contient le facteur de transcription Sox10 au cours de tous les stades de développement des
cellules de Schwann et continue a €tre présent dans les cellules de Schwann myélinisantes du
systeme nerveux périphérique adulte (Kuhlbrodt et al., 1998a). Des délétions ciblées chez des
souris ont confirmé I’importance de Sox10 pour le développement des cellules de Schwann.
Comme les précurseurs des cellules de Schwann, les cellules de la créte neurale perdent leur
capacité a se développer chez des souris déficientes en Sox10 (Britsch et al., 2001). Bien que
la perte précoce des cellules de Schwann empéche une analyse approfondie des fonctions de
Sox10 au cours des stades ultérieures du développement des cellules de Schwann, ceci est un
autre point évident pour connaitre son role. Des défauts des cellules de Schwann portés par des
souris mutés hypomorphes de Sox10 (Schreiner et al., 2007) et des résultats d’expression de
genes de myéline provenant de la culture de tissus ( par exemple MPZ, connexine-32 et les
genes MAG) est controlé par Sox10 (Peirano et al., 2000 ; Bondurand et al., 2001 ; Jones et al.,
2007 ; Leblanc et al., 2007). Les genes de myéline semblent €tre activés en synergie par Krox20
et Sox10 établissant ainsi que la combinaison de ces deux facteurs de transcription est
essentielle pour la myélinisation. En plus, des résultats récents ont montré une liaison entre
Krox20 et Sox10. Ghislain et ses collaborateurs ont identifié une région de 1,3 kb, le site
responsable de I’expression de Krox20 dans les cellules de Schwann myélinisantes (Ghislain et
al., 2002) et ont montré par la suite que ce « MSE » est activé en synergie par Oct6 et Sox10
(Ghislain et Charnay, 2006). Sox10 semble étre un facteur central dans I’induction de Krox20

et par cette voie induit le partenaire avec qui, il active les génes de la myéline.

C. Les régulateurs négatifs de la myélinisation
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La myélinisation des cellules de Schwann dépend de I’expression de Krox20 et d’autres facteurs
de transcription qui sont activés par les signaux axonaux et contrdlent les cellules formatrices
de myéline. Les cellules formatrices de myéline peuvent revenir a un phénotype immature, un
processus qui est vu dans les nerfs 1ésés et les neuropathies démyélinisantes. Au niveau
physiologique, c-Jun inhibe 1’activation des génes de myéline par Krox20 et 1’adénosine
monophosphate cyclique ; il est aussi responsable du retour a 1’état immature des cellules de
Schwann dans un nerf 1és¢ in vivo. L’expression forcée de c-Jun entraine une inhybition de la
myélinisation des cocultures. Par ailleurs, c-jun et Krox20 présentent des relations
fonctionnelles antagonistes. C-jun régule négativement le phénotype des cellules de Schwann
myélinisantes représentant un signal qui s’oppose fonctionnellement aux facteurs de
transcription de promyéline. La régulation négative de la my¢élinisation est susceptible d’avoir
des conséquences pour trois domaines biologiques des cellules de Schwann : 1’analyse
moléculaire de la plasticité, les pathologies myélinisantes et la réponse des nerfs périphériques
a une lésion.

La transition des cellules de Schwann de I’état immature a 1’état de cellules de Schwann
myélinisantes dépend de la régulation des genes de protéines de promyéline comprenant
Krox20, Nabl1 et 2, Oct-6, Brn2, NFkB, Sox10 (Topilko et al., 1994 ; Bermingham et al., 1996 ;
Jaegle et al., 2003 ; Nickols et al., 2003 ; Le et al., 2005a ; Ghislain et Charnay, 2006). Les
cellules de Schwann peuvent perdre facilement leur myéline et se dédifférencier a un phénotype
qui ressemble a I’état immature et cette transition, comme la myélinisation implique une
transformation cellulaire complexe et ordonnée (Jessen et Mirsky, 2005). C’est possible que
cette transition inverse nécessite des genes distincts régulateurs de protéines qui
fonctionneraient comme régulateurs négatifs de 1’état my¢élinisé et entrainer les cellules a un
phénotype arriere (phénotype de cellules immatures). La capacité des cellules myélinisantes a
se dédifférencier est observée quand elles ne sont plus en contact avec I’axone dans un nerf
1ésé ou in vitro et aussi dans les neuropathies démyélinisantes. Les cellules dédifférenciées,
méme chez les adultes peuvent remyéliniser si elles sont associées a des axones dans des
conditions appropriées. Potentiellement, ce choix entre deux états de différenciation alternatifs
est ouvert aux cellules de Schwann au cours de la vie.

L’¢tude de genes régulateurs de protéines qui contrdlent le choix entre les deux devenirs
alternatifs, ont révélé I’importance de systéme de signalisation antagoniste ou le role du devenir
est joué par I’équilibre entre les deux ensembles de facteurs de transcription ou tous les deux

précisent le devenir alternatif et inhibent 1’expression ou ’activité de 1’autre.
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Chez les cellules de Schwann, la spécification de la différenciation en myéline est
dépendante du facteur de transcription Krox20. Il est induit par le contact axonal qui induit la
myélinisation. Les cellules de Schwann 4 Krox20 * perdent la capacité 2 myéliniser méme si
elles sont déja rentrés au stade précoce de la myélinisation, le stade promyélinisant.
L’expression forcée de Krox20 dans les cellules de Schwann est suffisante pour induire
I’expression de génes de myéline, ¢éliminant les cellules du cycle cellulaire et réduit la sensibilité
a Dapoptose, ce sont des changements de développement qui s’installent lorsque la
my¢linisation commence. L’expression de Krox20 établit et/ou amplifie un ensemble de
changements associés au devenir de la myéline (Nagarajan et al., 2001 ; Topilko et Meijer,
2001 ; Parkinson et al., 2004). Le facteur de transcription C-Jun est un composant clé du
complexe du facteur de transcription AP-1 et forme la famille de protéine Jun avec JunB et
JunD (Meichta-Grigoriou et al., 2001). Bien que la phosphorylation de C-Jun est importante
pour beaucoup de ses fonctions, d’autres sont indépendantes de sa phosphorylation mais
dépendent de la présence de protéines (Raivich et Behrens, 2006). C-jun est présent chez les
cellules de Schwann immatures mais son expression est réprimée par Krox20 (Parkinson et al.,
2004). Les cellules de Schwann expriment ainsi des niveaux bas de C-jun quand elles
commencent a devenir myélinisantes. C-Jun est un régulateur important de la différenciation
des cellules de Schwann parce qu’il agit en suppresseur efficace du phénotype myélinisant.
Cette fonction est indépendante de son rdle dans la prolifération et la mort. C-jun bloque la
myélinisation dans les cocultures de neurones-cellules de Schwann, oppose la fonction aux
signaux de myéline liés a Krox20 et c-AMP et entraine la dédifférenciation des cellules
commencant a devenir myélinisantes au phénotype immature de cellules de Schwann. Ces
résultats ont été observés aussi bien in vivo qu’in vitro en utilisant des souris avec une
inactivation conditionnelle de C-Jun dans les cellules de Schwann. Certains de ces effets de c-
Jun sont possibles par I’intermédiaire de Sox2, un facteur de transcription qui inhibe la
myélinisation (Le et al., 2005b). C-Jun inhibe I’expression de Krox20.

Pendant que Krox20 dirige le programme de myélinisation, C-Jun est un régulateur négatif de
la myélinisation.

1. La surexpression de Pou3f1 conduit a une hypomyélinisation persistante et une
perte axonale dans le systeme nerveux périphérique

Les souris « CondPou3fl : MPZ (Cre) » ne peuvent pas étre distinguées des controles a la
naissance et beaucoup de ces animaux survivent jusqu’a au moins I’age de 10 mois. Bien que

les souris « condpou3fl : MPZ(Cre)» soient de poids similaire a la naissance que les controles,
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ils ne grandissent pas normalement et a 1’age de 6 mois, ils pésent 40% de moins que les types
sauvages. A 1’age de 3 semaines, les souris « condpou3fl : MPZ (Cre) » semblent faibles et
commencent a trainer leur membre postérieur quand ils se déplacent, une posture qui est
caractéristique de la souris avec une faiblesse musculaire causée par la neuropathie
périphérique. Les souris « Condpou3fl : MPZ (Cre)» présentent également des tremblements
1égers, une altération de la coordination similaire a celles observée dans les autres souris avec
déficit de la myélinisation périphérique (Suter et al., 1992 ; Le et al., 2005a,b). Parce que la
myélinopathie dans la moelle épiniere pourrait également entrainer des troubles moteurs, le
déficit moteur des souris de « Condpou3fl : MPZ (Cre) est causé par des déficiences de
myélinisation périphérique (Elisabeth J.R et al., 2007 : misexpression of pou3fl results in
peripheral nerve hypomyelination and axonal loss). Au cours de I’embryogenese, les
précurseurs des cellules de Schwann migrent le long des axones, les engloutissent, sélectionnent
les axones uniques pour la myélinisation. A la naissance, ces cellules de Schwann
promyélinisantes établissent une relation 1 :1 avec les axones et commencent a les myéliniser.
Ces cellules de Schwann myelinisantes précoces expriment des niveaux relativement élevés de
pou3fl et commencent a exprimer Egr2. Pour examiner 1’effet de surexpression de Pou3fl dans
des cellules de Schwann sur la myelinisation des nerfs périphériques, Elisabeth J.R et ses
collaborateurs dans « misexpression of pou3f1 results in peripheral nerve hypomyelination and
axonal loss » ont examiné des nerfs sciatiques de souris de type sauvage et de « Condpou3f] :
MPZ (Cre) ». Apres un examen macroscopique de section de nerf de lum de souris
« Condpou3fl : MPZ (Cre) a I’age de P14 et 6 mois, cet examen confirmait une myelinisation
anormale de plusieurs axones ne contenant pas de myéline ou de tres fines gaines de myéline.
L’examen au microscope électronique de nerf sciatique de souris « Condpou3fl : MPZ (Cre) »
a déja montré une hypomyelinisation évidente méme au stade précoce de la myélinisation (P4).
A P14, lorsque la myelinisation est complete, plusieurs cellules de Schwann des nerfs de
«Condpou3fl : MPZ (Cre) » sont bloquées a envelopper uniquement les axones, alors que dans
le type sauvage, il y a beaucoup d’axones abondamment my¢linisés. Des axones myelinisés,
beaucoup possede une gaine de myéline qui est significativement plus mince que la normale.
Un phénotype similaire de nerf est remarquable a tous les autres 4ges examinés incluant P28 et
4,6 et 10 mois. Des sections sur paraffine de 1um d’épaisseur de nerf fémoral moteur et
sensitive de souris « Condpou3fl : MPZ (Cre) » ont montré une hypomyelinisation similaire
aux nerfs sciatiques de ces souris. En plus, des analyses ont révélé que 1’étendue de
I’hypomyelinisation semblait étre équivalente dans les nerfs sensitifs et moteurs dans les souris

« Condpou3fl : MPZ (Cre) » indiquant qu’il n’y a aucun biais des nerfs moteurs par rapport
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aux nerfs sensitifs dans ce modele de souris hypomyelinisant. Bien que la grande majorité des
axones des nerfs « Condpou3fl : MPZ (Cre) » étaient hypomyélinisés, il y avait des nerfs
normalement myelinisés occasionnellement présent méme chez les animaux adultes, ce qui
constitue probablement le résultat d’une incompléte activation de Cre du transgeéne conditionnel
de pou3fl. Pour mieux caractériser les défauts de myelinisation causés par une surexpression
de pou3fl, on calcule la distribution g-ratio (diametre des axones divisés par le total des
diamétres des axones my¢linisés) a ’age de P14 et 6 mois chez les animaux mutants et de type
sauvage. Cette analyse indiquent que beaucoup de cellules de Schwann chez les souris
« Condpou3fl : MPZ (Cre) » se détachent en une pellicule et donnent ainsi naissance a un
nombre plus ¢élevé d’axones hypomyélinisés (g ratio proche de 1,0). Beaucoup d’axones
hypomyélinisés sont myelinisés par des cellules de Schwann qui possédent un noyau élargi,
alors que dans les nerfs controdles, beaucoup de noyaux de cellules de Schwann sont compactés
et ne sont pas clairement visibles. Les axones de grand et petit calibre sont hypomyélinisés a
nombre égal. Ainsi, contrairement aux souris invalides pour Pou3fl, I’hypomyelinisation

causée par une expression persistante de pou3f1 continue tout au long de la vie de ces animaux.

2. Une expression constitutive de pou3fl entraine une expression aberrante de géne
de myéline malgré des niveaux normaux d’Egr2

Pou3f1 est un membre de la famille des facteurs de transcription qui contient le domaine Pou.
Le domaine Pou est composé de deux parties, le domaine spécifique de Pou et ’homéodomaine
Pou, qui se lie a ’ADN (Herr et Cleary, 1995). Pou3fl facilite I’induction d’Egr2, un facteur
de transcription essentiel pour la régulation de 1’expression de plusieurs protéines importantes
de la myéline (Ghislain et al., 2002). Des souris n’exprimant pas Pou3fl présentent une
activation retardée d’Egr2, des études récentes ont montré que Pou3fl peut agir en synergie
avec Sox 10 pour induire Egr2 (Ghazvini et al., 2002 ; Ghislain et Charnay, 2006). La qRT-PCR
a montré¢ des niveaux d’ARNm d’Egr2 similaire dans les nerfs CondPou3fl : MPZ (Cre)
comparé aux contrdles. Il a ét€ mesuré les niveaux de MPZ (myelin structural proteins) et de
MBP, parce que Pou3fl agit comme un répresseur transcriptionnel de ces promoteurs (Monuki
et al.,1993). Les nerfs CondPou3f1 : MPZ (Cre) contenaient des niveaux bas d’ARNm de MPZ,
de MBP et de PMP22 comparé avec les nerfs controles alors que les niveaux de Nab2 et de la
periaxine restent inchangés. Pour confirmer ces résultats, une infection de cellules de Schwann
de rat a été faite avec des adénovirus exprimant Pou3fl et stimulé I’expression de géne de la

myéline par ajout de 6 uM de forskolin au milieu et quantifier le niveau d’ARNm d’Egr2, MPZ
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et de PMP22. Il a aussi été trouvé qu’une surexpression de Pou3fl n’entraine pas une
augmentation du niveau d’ARNm de Egr2. Cependant, il n’en resulte pas une reduction du
niveau d’ARNm de MPZ et de PMP22. L’ensemble de ces résultats sont cohérents avec les
résultats antérieurs désignant Pou3fl comme un répresseur transcriptionnel de MPZ et de MBP,
indiquant que les défauts primaires chez les souris condPou3fl : MPZ (Cre) ne sont pas une
expression anormale du complexe Egr2/Nab2 mais plutot que I’expression constitutive de
Pou3fl inhibe I’expression de multiples protéines myéliniques qui entrainent alors une

formation aberrante de myéline.

a. Régénération du nerf et facteur de transcription

La capacité des neurones sensitifs du systeme nerveux adulte a subir une récupération
fonctionnelle et anatomique apres une 1ésion nerveuse est due en partie a une bonne activation
des voies transcriptionnelles de régulation. Des études in vitro ont montré que le facteur de
transcription sox11 qui est hautement exprimé dans les neurones sensitifs en développement,
est un composant important de ce contrdle de programme transcriptionnel régénératif.

Le facteur de transcription Sox11 est un membre du groupe C de la famille des facteurs de
transcription de haute mobilité, qui comprend aussi Sox4 et Sox12 (Azuma et al., 1999; Dy et
al., 2008 ; Hargrave et al., 1997; Wright et al., 1993). Les protéines du groupe C sont exprimées
au cours du développement du systeéme nerveux et constitue un des sept sous-groupes de
séquences homologues de la famille Sox (Bergsland et al., 2006; Wegner et Stolt, 2005).
L’expression du géne Sox est régulée temporellement au cours du développement (Gubbay et
al., 1990; Wilson et Koopman, 2002; Wright et al., 1993) et tous semblent avoir des roles
cruciaux dans la croissance embryonnaire (Wegner et Stolt, 2005). Les facteurs Sox peuvent
activer ou réprimer la transcription de geénes cibles et étre a I’origine de chevauchement
d’expression dans beaucoup de cas. Par exemple, au cours de la croissance de souris, Sox11
aussi bien que Sox4 sont nécessaires pour I’expression du gene Tujl (Bergsland et al., 2006).
Ce chevauchement, couplé a la 1étalité embryonnaire ou périnatal dans des modeles de délétion
de gene a permis de compendre le role fonctionnel des facteurs Sox (Cheung et al., 2000 ; Sock
et al., 2004).

En plus de leur role au cours du développement, certaines protéines Sox modulent la réponse a
une lésion du nerf adulte. Par exemple, I’expression ¢élevée de Sox18 dans les cellules
épithéliales a une corrélation avec la régénération capillaire apres une 1ésion (Darby et al.,

2001). De méme, les souris KO pour sox15 présentent une perturbation de la régénération des
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muscles (Meeson et al., 2007) et une expression élevée de Sox5, 6 ou 9 importantes pour la
guérison de fracture d’os (Uusitalo et al., 2001). Sox11 est exprimé a un niveau élevé dans les
neurones sensitifs en développement et régulerait la maturation neuronale (Hargrave et al.,
1997). Son expression est significativement réduite au cours de la phase tardive de la gestation

et reste normalement a un niveau bas dans les neurones adultes.

D. La signalisation neuro-gliale et la protection de la fonction des axones par les
cellules de Schwann

La coexistence des cellules gliales et des neurones est une fonction caractéristique de tous les
systemes nerveux supérieurs et présentent une évolution conservée. Chez les invertébrés
comme la drosophile, les cellules gliales de type « rudimentaires » couvrent les cellules
nerveuses et servent de barriere de diffusion (Klambt et al., 2001 ; Nave et Trapp, 2008).
Comme les systémes nerveux augmentent progressivement en taille, le nombre de cellules
gliales augmentent et sont enfin plus nombreux que les neurones. L’augmentation du poids du
corps et le besoin de réaction rapide conduit a 1I’évolution de la glie myélinisante. Ils
développent dans des cellules hautement spécialisées qui entourent les axones avec de multiples
couches qui permettent la conduction saltatoire de 1’influx nerveux. Certains types de cellules
gliales d’invertébrés fonctionnent avec des cellules de Schwann non myélinisantes des
vertébrés, ils encerclent plusieurs fibres sans former de myéline. Ceci suggere que la fonction
axonale et son intégrité a long terme est une fonction fondamentale des cellules de Schwann
indépendamment de la myélinisation (Nave et Trapp, 2008). La nature de ce soutien glial n’est
pas encore bien comprise. Dans le systeme nerveux périphérique des vertébrés, les axones
recrutent les cellules de Schwann pour la myélinisation et I’enroulement de la gaine. Au cours
du processus de myélinisation, I’équilibre entre la quantité de protéines de myéline et les lipides
est capital comme les mutations entrainant la surexpression de protéines de myéline a 1’origine
de maladies neuropathiques comme la maladie de Charcot-Marie-Tooth type 1A (CMT1A)
(Meyer Zu Horste et al., 2006). Les études sur des mutants de souris ont identifié le facteur de
croissance neuronal NRG1 comme un régulateur majeur de la différenciation de la glie et la
myélinisation (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005; Birchmeier et Nave, 2008).
Récemment le contrdle des niveaux de cholestérol dans les cellules de Schwann est apparu
comme un nouveau mécanisme de régulation qui coordonne la biosynthese des protéines et des

lipides au cours de la myélinisation (Pertusa et al., 2007; Saher et al., 2009). La compréhension
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du réseau de signalisation impliqué dans la communication des neurones et les cellules de

Schwann peut aider a comprendre le mécanisme des maladies (neuropathies périphériques).

VI. LessiARN : ROLE ET MECANISME D’ACTION

L’ARN interférence est un phénoméne naturel, un mécanisme de séquence spécifique pour le
silencage de gene. Sa découverte chez le nématode C.elegans (Fire et al., 1998) a fait I’objet du
prix Nobel 2006 de physiologie/ médecine. Cependant, il est bientdt devenu évident que
I’ARN1, bien qu'un peu compliqué, existe aussi chez les organismes supérieurs incluant les
mammiferes. L’ARNIi repose sur un processus intracellulaire a plusieurs étapes, qui peuvent
étre globalement divisés en phase d’initiation et effectrice. Au cours de la phase effectrice, qui
représente le mécanisme réel de I’ARN interférence, des molécules double brins d’ARN de 21-
23 bp (small interfering RNAs, siRNAs), sont incorporés dans le complexe d’induction du
silencage de I’ARN (Hammond et al., 2000). A partir de la complexation de I’ATP a travers
Iactivité de I’ ARN hélicase au sein du brin unique (Nykanen et al., 2001), le RISC activé se lie
a la molécule d’ARNm cible (Martinez et al., 2002 ; Nykanen et al., 2001). Ce processus est
medié a travers I’hybridation de la séquence spécifique de I’ARN au site de la molécule
d’ARNm cible et entraine le RISC a la proximité de la molécule de I’ARNm cible, qui est alors
clivé par le nucléase Argonaute 2 du RISC et est rapidement dégradé a cause maintenant de
I’absence de protection (Liu et al., 2004 ; Rand et al., 2004 ; Rivas et al., 2005). Depuis la
découverte de RISC dans le role des siARN, elle représente un processus catalytique entrainant
une réduction sélective dans des molécules spécifiques d’ARNm dont le résultat est une
expression réduite du gene cible. Le mécanisme démontre aussi le role central des molécules
de siARN en initiant ’ARNi et établi I’administration des molécules de siARN pour une

induction d’ARNi (Elbashir et al., 2001a,b).

A. L’induction de I’ARN:i : la phase d’initiation

Naturellement ou dans un cadre expérimental ou thérapeutique, les siARN peuvent étre
directement ou des molécules « précurseurs » introduites dans les cellules cibles a travers
différentes stratégies. Ceci inclut une administration virale ou non virale d’ADN, qui sont
transcrits en molécules double brins d’ARN. Dans ce qui est appelé la phase d’initiation, ces

ARN double brins sont clivés en siARN par le complexe multi-protéique Dicer, qui contient un
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domaine hélicase N terminal, une liaison d’ARN appelé domaine Piwi/Argonaute/Zwille
(PAZ), deux domaines de RNAse III et un domaine de liaison de I’ARN double brin (Bernstein
et al., 2001; Collins et Cheng 2005). Des systemes commerciales disponibles permettent
d’explorer ce mécanisme en produisant des construits de vecteurs d’ADN codant pour des
shARN: la région double brin du shRNA est formée a travers la formation en épingle de
cheveux et une hybridation intramoléculaire et est reconnue par Dicer, entrainant la formation
d’homologues de siARN. Alternativement, les molécules de shARN peuvent étre directement
introduites dans les cellules, cependant, un inconvénient majeur des molécules longues double
brins d’ARN est I’induction de la réponse immune cellulaire a travers 1’activation du systéme
d’interféron. La stratégie d’administration directe de molécules de siARN dans les cellules
cibles évite largement ce probleéme, bien que certaines séquences d’interféron stimulantes soient
bien. Par ailleurs, 1’action de Dicer n’est pas requise (Bridge et al., 2003 ; Hornung et al., 2005 ;
Sledz et al., 2003).

Des études systémiques sur des efficacités ciblantes ont montré que les siRNA optimales
peuvent étre déduites selon certaines regles de sélection. Ceci inclut une taille optimale de 19-
25 bp avec un pourcentage de guanine-cytosine compris entre 30 et 52%, deux nucléotides
symétriques 3’ ainsi que d’autres nucléotides spécifiques a certaines positions. Sur la base de
ces criteres précédemment établis, plusieurs ordinateurs basés sur des algorithmes permettent
I’identification des séquences du siARN optimal pour un géne donné. Un exemple est un
logiciel de conception de siRNA «le siRNA Design Software (SDS) » de I’Université de Hong
Kong qui combine les algorithmes de différentes compagnies et est accessible sur internet

(http://i.cs.hku.hk/sirna/software/sirna.php). Néanmoins, trouver un siARN optimal requiert

encore des tests approfondis. Il s’agit d’une grande efficacité ciblant, qui est aussi determinée
par des variations dans 1’accessibilit¢é de I’ARNm cible a des positions différentes ainsi que
I’absence de tout effet secondaire indésirable. En fait, un silengage non spécifique de génes di
seulement a une séquence homologue partielle a été décrit (Jackson et al., 2003). Par ailleurs,
il a été montré in vivo, que certaines séquences de siARN ainsi que des molécules longues,
doubles brins d’ARN activent le systéme immunitaire inné entrainant des effets non spécifiques
das a une stimulation de la réponse inflammatoire (Heil et al., 2004 ; Judge et al., 2005 ; Sioud
2005 ; Sledz et al., 2003). Ce phénomene semble dépendre de la présence de séquences riches
en guanine-uracile ainsi que sur la formulation et la quantité de siRNA (Heidel et al., 2004 ; Ma
et al., 2005; Sioud et Sorensen 2003), et ces aspects ont besoin d’étre considérés pour toute

application thérapeutique in vivo de siARN.
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B. L’utilisation in vivo de molécules de siARN

Depuis la découverte du role central des siARN pour induire des ARNi (Elbashir et al.,
2001a,b), le role direct de I’application des molécules de siARN a été exploré in vitro et in vivo.
In vitro, plusieurs réactifs de transfection permettent 1’administration de siRNA dans les
cellules de mammiferes en présence ou en absence de sérum. Cependant, 1’application in vivo
de siARN requiert le développement de formulations plus sofistiquées et/ou I’identification de
mode optimal d’administration.

Plusieurs preuves de principe d’étude ont montré I’administration de molécules de siARN
couplés au fluorophore dans des organes variés (Bradley et al., 2005a,b; Pirollo et al., 2006;
Sioud et Sorensen 2003). L’organe cible était souvent le foie mais des genes cibles dans d’autres
organes, dans d’autres parties du corps ou dans des tumeurs de xénogreffes ont été étudiés. Pris
ensemble, ces études fournissent des informations précieuses dans I’administration et

I’efficacité des siARN pour I’induction des ARNi.

C. Efficacité de la transfection in vitro de siARN

Le siARN forme un RISC dans le cytosol pour dégrader I’ARNm. Ainsi, le siARN peut exercer
son effet de silengcage de gene aussi longtemps que le siARN pénetre dans le cytosol de la cellule
cible (Zheng et al., 2002). Cependant, le ShRNA exprimant ADNp a besoin d’étre administré
dans le noyau des cellules cibles afin de transcrire le ShARN qui est transporté dans le cytosol
ou il est traité en siARN.

L’¢étude de la thérapie génique a montré que 1’administration au niveau du noyau des cellules
cibles est un des grands défis de la transfection (Wagstaff et al., 2007). Donc, les siARN ont un
grand avantage au niveau de ’efficacité d’administration comparativement aux shARN. Bien
qu’il ait peu d’études comparant directement 1’efficacité¢ de la transfection de siARN et de
shARN, il est a souligner que le siARN a un grand avantage en étant capable de transfecter les
cellules qui proliferent mal dans lesquelles 1’entrée de shARN dans le noyau est limitée par
I’enveloppe nucléaire. Par exemple, des « knockdown » réussis de génes cibles dans des cellules
comme des cellules de la moelle épiniere (Shen et al., 2004) et des cellules primaires de
lymphocytes (Mantei et al., 2008) pour lesquelles la transfection avec I’ADNp est difficile a

cause de la faible perméabilité de leur enveloppe nucléaire, est facile avec le st ARN. Méme
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dans le cas des cellules tumorales, qui sont des cellules a capacité de prolifération élevée, leur

enveloppe nucléaire est encore un obstacle majeur.
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Figure 22 : Schéma de silencage de genes par siARN et sShARN. Comme 1’effet de I’ ARNi est
limité dans les cellules qui ont des siARN, le siARN aussi bien que le shARN seraient
administrés aux cellules cibles. Le shARN doit étre administré dans le noyau pour étre transcrit
tandis que le siARN est directement administré dans le cytoplasme. Le shARN qui rejoint le
noyau, transcrit de multiples ShARN qui sont transportés du noyau au cytoplasme par des
protéines transporteuses (exportinS). Le shARN transporté dans le cytoplasme et est converti
en siARN sous I’action de Dicer. Le siARN dans le cytoplasme est incorporé dans le complexe

RISC (d’apres Takahashi et al., 2009).

D. Les molécules de siRNA thérapeutiques
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Au dela de la détection de la régulation négative de géne cible endogene, les stARN médiés par
I’ ARNi dans un but thérapeutique a été exploré. Les organes cibles comprennent le foie, le rein,
les poumons, I’ceil.

De nouveaux outils d’évaluation de la fonction des geénes comme les ribozymes, les
« DNAzymes », les ARNi apparaissent comme [’une des méthodes les plus hautement efficaces.
L’ARNI assure I’induction du silengage de sequence spécifique de géne par de I’ARN double
brin. Le processus par lequel I’ARN double brin induit la dégradation des transcrits homologues
a été initialement décrit chez Caenorhabditis elegans, un ver nématode. Les ARN double brins
sont traités par Dicer, une enzyme des ARN endogenes de sorte a obtenir de 21-23 nucléotides
d’ARN interférence. Ces petits ARN interférences ont été premierement trouvés chez les
plantes présentant un silengage d’ARN medié par un transgene, ils guident le complexe RISC
qui contient les protéines nécessaires pour le déroulement des siRNA double brins et clive
I’ARNm cible. Dans les cellules de mammifere, les ARN double brins longs déclenchent la
réponse des interférons qui pourraient jouer en partie le role de médiateur via I’activation de la
protéine kinase R, une kinase qui est activée par dimérisation en présence d’ARN double brins.
Cette protéine phosphoryle et inactive le facteur de traduction elFa entrainant I’inhibition des
protéines totales. Par conséquent, les ARN double brins sont considérés comme n’étant pas
utiles a I’analyse de la fonction des génes de mammiferes. Cependant, apres la constatation que
I’expérience aux RNAI peut se faire dans les cultures de mammifere avec des siARN de 21-23
pb, ce procédé est apparu comme une stratégie efficace d’éteindre sélectivement I’expression
génique de cellules de mammiferes. Bien que beaucoup de progres aient été réalisés pour
démontrer 1’activité des siARN chez les cellules de mammifere, 1’application thérapeutique

potentielle n’a pas encore €té demontré in vivo.

E. Spécificité de I’effet des siARN

Quand bien méme le silencage de gene basé sur I’ARNi est hautement spécifique, les ARNi
thérapeutiques rencontrent des problémes inattendus impliquant des mécanismes variés comme
la réponse inflammatoire incluant la réponse des interférons (Robbins et al., 2008; Kleinman et
al., 2008; Armstrong et al., 2008), la saturation des voies des miARN endogenes (Grimm et al.,
2006 ; Mcbride et al., 2008) et des effets indésirables du gene cible (Takahashi et al., 2008).

Ces effets indésirables peuvent étre un probléme significatif pour la thérapie basée sur I’ARNi.
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Depuis la découverte des siARN, la réponse inflammatoire contre les siARN et leurs vecteurs
est 'une des préoccupations majeures dans I’utilisation de I’ARNi car une telle réponse non
spécifique peut conduire a une incompréhension des résultats obtenus par induction aux ARNi.
A ce jour, il est montré que la réponse inflammatoire contre les siARN dépend d’une variété de
facteurs y compris la séquence, la longueur, la quantité de siARN, la méthode de transfection
et le type cellulaire (Aagard et al., 2007; Judge et al., 2008). Récemment, Kleinman et ses
collaborateurs ont démontré que la suppression indépendante de la séquence et de la cible de la
neovascularisation choroidienne au cours d’une dégénérescence liée a 1’age est modélisée par
des siARN (Kleinman et al., 2008). Dans leur étude, ils ont utilisé des siARN ciblant le facteur
A de croissance vasculaire endothéliale (VEGFA) ou son récepteur VEGFR1 pour supprimer
la progression de la néovascularisation choroidienne. Cependant, ils ont trouvé que les siARN
utilisés méme les contrOles négatifs sont efficaces pour inhiber la néovascularisation
choroidienne indépendamment de leur séquence. Cette séquence d’inhibition non spécifique
était mediée par la reconnaissance des siRNA par les TLR3. Robbins et ses collaborateurs ont
montré que le siRNA immunostimulant peut exercer un effet qui est indépendant du gene cible
(Robbins et al., 2008). En utilisant des siRNA chimiquement modifiés qui n’ont aucun effet
immunostimulant, ils ont montré que I’effet antiviral du siRNA contre influenza in vivo n’était
pas di a la dégradation spécifique de la séquence de I’ARN viral mais principalement da a
I’effet immunostimulant. Par conséquent, ces études montrent la nécessité¢ d’anticiper, de
surveiller et de préparer des contrdles adéquats pour la stimulation immunitaire par médiation
de siARN et qu’une prudence est nécessaire pour I’interprétation des résultats des RNAi
thérapeutiques in vivo. En ce qui concerne le vecteur d’ADN plasmidique, P’effet sur
I’induction de I’ARNi n’a pas été observé bien que la réponse inflammatoire induite par le motif
CpG/ TLR9-dépendant et des mécanismes des motifs CpG indépendants pourrait affecter 1’effet
de ’ARNIi (Spies et al., 2003; Yasuda et al., 2004; Cornélie et al., 2004; Yoshida et al., 2008).
Lorsque I’ARNI est utilis€¢ pour traiter des cancers ou des maladies infectieuses, la réponse
immunitaire innée en reponse a I’effecteur d’ARNi serait bénéfique pour obtenir des effets
thérapeutiques. En ce qui concerne le vecteur viral pour I’ARNi, des déces chez la souris diis a
une saturation des voies de miARN par une expression a long terme ont été observés en utilisant
des vecteurs d’adénovirus type 8 exprimant ShARN (Grimm et al., 2006). Une surexpression
de I’exportin-5 ou Dicer, deux molécules importantes dans la transformation de ShARN/miARN
accélere cette transformation entrainant des effets élévés de « knock-down » (Mikuma et al.,
2004 ; Yi et al., 2005). Des transfections par des shARN entrainent une accumulation d’une

grande quantité de shARN immatures dans les cellules (Boudreau et al., 2008). Comme la
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surexpression de shARN inhibe de maniere compétitive sa transformation intracellulaire, ceci
pourrait entrainer des effets secondaires toxiques (Grimm et al., 2006; Mcbride et al., 2008), la
saturation de la voie de ShARN/miARN devrait étre surveillée soigneusement lorsque des
shARN sont utilisés. Méme si I’ARNi est induit avec succes sans aucun effet aspécifique, le
silengage d’une cible spécifique de gene pourrait entrainer des effets indésirables. La -caténine
régule I’activité de certains facteurs de transcription comme les facteurs des cellules T/ facteur
enhancer des lymphoides dans la voie de la B-caténine qui activent la transcription de genes liés
a la croissance et a la survie cellulaire. La -caténine joue un réle important comme oncogene
pour promouvoir la croissance des cellules tumorales. L’inhibition de I’expression de la B-
caténine dans les cellules tumorales entraine celle de la croissance tumorale (Takahashi et al.,
2006 ; Verma et al., 2003 ; Huang et al., 2007; Pu et al., 2008). Cependant, des études récentes
utilisant des shARN ont permis de montrer que le silengage de I’expression du géne de la -
caténine favorisait la métastase pulmonaire des cellules de melanome malgré le fait qu’il
supprime la croissance du tissu tumoral primaire (Mcbride et al., 2008). D’autres études
suggerent que le silengage de I’expression du géne de la B-caténine favorise les métastases
pulmonaires en augmentant la dissociation cellulaire a partir du tissu tumoral primaire et la
mobilité cellulaire en reduisant la quantité de protéine de cadherine, une molécule d’adhesion
cellulaire qui s’associe au B-caténine dans les cellules tumorales. Ces résultats soulevent une
préoccupation sérieuse pour I’utilisation de la suppression de I’expression de la B-caténine dans
les cellules tumorales comme un traitement anticancéreux, parce que le peu de cellules
survivants apres le traitement sont suceptibles de devenir plus malignes dans la mesure ou leurs
propriétés metastatiques sont conservées. Des résultats similaires peuvent étre observés avec

d’autres génes cibles.

PARTIE II : PHYSIOPATHOLOGIE DU SYSTEME NERVEUX
PERIPHERIQUE

I. MYELINE ET NEUROPATHIES PERIPHERIQUES HUMAINES

A. GENERALITES SUR LES NEUROPATHIES PERIPHERIQUES
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1. Apercu sur les différentes appellations des différents types de neuropathies
périphériques

Par définition, le systeme nerveux périphérique inclut les neurones moteurs et sensitifs des nerfs
craniens et des nerfs périphériques sensitifs et moteurs, les racines, les plexus et les troncs
nerveux périphériques jusqu’a leurs ramifications terminales intramusculaires, ainsi que le
systtme nerveux autonome. Les neuropathies périphériques sont donc des affections
correspondant a la souffrance d’une ou plusieurs de ces structures. Une atteinte diffuse et
relativement symétrique correspond a une polyneuropathie, et si les racines sont également
concernées, a une polyradiculoneuropathie ; si les 1ésions sont limitées a un seul tronc nerveux,
on parle de mononeuropathie. Une mononeuropathie multiple correspond a I’atteinte parfois
successive ou simultanée et donc asymétriques de plusieurs troncs nerveux. Il est désormais
habituel de préférer ces dénominations a celles de polynévrite, mononévrite ou multinévrite.
On dénomme une atteinte isolée d’une ou de plusieurs racines, radiculopathie et d’un plexus,
plexopathie. Ce diagnostic de répartition qui repose essentiellement sur la clinique mais aussi
sur 1’étude électrophysiologique n’a pas qu’un intérét sémiologique, il permettra souvent
d’orienter le diagnostic étiologique.

Ces atteintes neuropathiques entrainent le plus souvent des signes fonctionnels et déficitaires
sensitivomoteurs, compte tenu de 1’étroite intrication des fibres motrices et sensitives dans la
plupart des troncs nerveux. Néanmoins, les concepts de neuropathie purement motrice et
purement sensitive sont parfaitement admis étant entendu qu’ils sont utilisés en fonction des
manifestations fonctionnelles et cliniques, mais qu’il n’y a pas toujours une corrélation de la
constatation d’une atteinte sélective des fibres motrices ou sensitives, a [’examen
électrophysiologique. Le terme « neurone » inclut corps cytoplasmique et axone. Si la 1ésion
siege primitivement au niveau des axones, que ce soit a la partie proximale ou distale, il est plus
exact d’utiliser la terminologie de neuropathie par axonopathie sensitivomotrice. Au cas ou, en
revanche, c’est le corps cytoplasmique qui est 1ésé en premier, les troubles peuvent étre
uniquement moteurs ou sensitifs et il est habituel d’utiliser le terme de ganglionopathie ou de
neuronopathie.

En pratique, de fagon discutable, on a tendance a séparer les maladies du motoneurone
des neuropathies périphériques. Le terme de neuropathie motrice est relativement imprécis car
des atteintes des motoneurones, des racines antérieures ou de certains troncs nerveux
essentiellement moteurs seront regroupées sous le méme vocable. Les neuropathies sensitives,

elles, peuvent €tre en rapport avec une atteinte sélective des fibres sensitives ou au moins de
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facon initiale avec une atteinte neuronale des ganglions rachidiens postérieurs, ces derniers cas
sont nommés neuropathies sensitives alors que curieusement une atteinte isolée des
motoneurones est considérée comme étant une maladie spinale et est exclue par convention
discutable du diagnostic des neuropathies périphériques. Cette anomalie pourrait simplement
tenir au fait que les motoneurones sont situés dans la moelle épiniere, alors que les neurones
sensitifs des ganglions rachidiens postérieurs sont extramédullaires. Il est sir que toute
perturbation du neurone, qu’il soit moteur ou sensitif, que ce soit au niveau du corps
cytoplasmique ou de I’axone, dans ses parties les plus distales ou les plus proximales, se

répercute a quelque niveau que ce soit du neurone.

2. Dans quel cas affirmer une neuropathie

Il n’est pas habituellement difficile d’affirmer qu’un sujet présente des symptdmes cliniques
d’une neuropathie périphérique lorsque les déficits sensitivomoteurs associés a une aréflexie
ostéotendineuse sont présents. On peut néanmoins souligner quelques circonstances plus
difficiles :

e Les neuropathies motrices pures qui peuvent poser un probleme diagnostique avec une
amyotrophie spinale;

e en cas de symptomes essentiellement subjectifs, limités aux membres inférieurs, doit
étre discuté un syndrome compressif des racines lombaires par exemple par arthrose,
chez le sujet agé;

e s’il s’agit d’'une atteinte pure des petites fibres myélinisées et/ou des fibres
amyéliniques, il peut y avoir qu'un minimum de signes objectifs, les reflexes
ostéotendineux sont présents.

On ne peut compter sur I’étude électrophysiologique classique (qui ne permet que I’exploration
des grosses fibres myélinisées) pour confirmer la neuropathie, si bien que d’autres diagnostics

peuvent étre évoqués, comme des manifestations purement névrotiques.

3. Les types lésionnels

Il est habituel de distinguer les atteintes démyélinisantes des atteintes axonales, un nombre
significatif de cas, présentant des atteintes mixtes. Cette atteinte n’est pas uniquement
physiopathologique mais permettra d’orienter le diagnostic étiologique. C’est ainsi que des

causes carentielles, I’alcoolisme, les chimiothérapies anticancéreuses etc. seront responsables
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de neuropathies axonales. En revanche, une neuropathie d’évolution chronique, apparemment
primitive, dont I’étude électrophysiologique objective des blocs de conduction multiples, doit
conduire a rechercher des éléments susceptibles de confirmer une polyradiculonévrite

inflammatoire démyélinisante chronique (PIDC).

4. Neuropathies démyélinisantes

Au cours des polyradiculonévrites inflammatoires démyélinisantes chroniques, le déficit le plus
souvent moteur prédomine au niveau des muscles proximaux et n’est pas en rapport avec une
atteinte « longueur-dépendante » ; la démyélinisation segmentaire se fait au hasard, mais débute
dans les zones ou I’infiltrat inflammatoire est le plus marqué, a la partie proximale du systeme
nerveux périphérique, c'est-a-dire les racines. L’antigéne précis déclenchant les formes aigués
comme le syndrome de Guillain-Barré (SGB) de méme que les polyradiculonévrites
inflammatoires démyélinisantes chroniques reste inconnu ; il s’agit de neuropathie périphérique
dont le mécanisme auto-immun est admis. Dans certains cas de syndrome de Guillain-Barré, un
mécanisme de mimétisme moléculaire est fortement évoqué comme élément déclenchant :
Campylobacter jejuni infecte le sujet dont le systeme immunitaire réagit contre les membranes
de ce germe qui partage des éléments constitutifs identiques de la membrane de la cellule de
Schwann : les glycolipides. La mise en évidence d’une démyélinisation homogene sans bloc de
conduction oriente plutdt vers une neuropathie héréditaire comme la maladie de Charcot-
Marie-Tooth (CMT). 1l existe actuellement plus d’une quinzaine de geénes connus dont les
mutations sont considérées comme responsables dun dysfonctionnement de la cellule de
Schwann, cellule myélinisante du systeéme nerveux périphérique. En pratique, cette reégle peut
subir des exceptions et il a été décrit des cas de CMT dont la démyélinisation sur le plan
électrophysiologique était tres hétérogene et avait fait évoquer a tort le diagnostic de

polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante chronique.

5. Neuropathie axonale

Au cours des axonopathies, 1’atteinte des fibres nerveuses les plus longues explique le début
distal habituel aux membres inférieurs. L’atteinte débute ainsi a I’extrémité distale de la fibre
nerveuse et la dégénérescence remonte de facon centripete vers le corps cellulaire. Si le
processus causal se maintient, la dégénérescence axonale se poursuit et va interesser les fibres

nerveuses de plus en plus courtes. Il en est ainsi pour certaines polyneuropathies diabétiques,
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alcoolocarentielles et amyloides qui touchent les fibres myélinisées de petit diametre et
amyéliniques. Les troubles sensitifs observés dans ces cas intéressent les quatre membres, les
trois quarts inférieurs de la face antérieure du tronc en « tablier », la région perianale et le
sommet du crane en « calotte ».

En réalité, seules les neuropathies aigués entrainent des 1ésions purement démyélinisantes et
purement axonales en fonction de la cause ; en effet, il faut souligner que myéline et axone

forme un couple indissociable.

a. Forme sensitive pure

La présence de I’atteinte de tel ou tel type de fibres peut étre un élément d’orientation
étiologique.
e Lésions des petites fibres
Le déficit sensitif est limité aux sensibilités thermiques et douloureuses accompagné d’une
atteinte modérée de la sensibilité tactile ; les sensibilités épicritique et proprioceptive sont
intactes. Il existe donc une perturbation dissociée des sensibilités de type syringomyélique.
L’atteinte trés souvent concomitante des fibres amyéliniques se traduit aussi par une
dysautonomie. Ce type de neuropathie périphérique sensitive est plus particulierement
rencontré au cours du diabéte, de I’amylose, de la lépre ; plus rarement il s’agit de certaines
formes de neuropathies périphériques sensitives héréditaires, des neuropathies périphériques
alcooliques, carentielles. La plupart a I’aspect de neuropathies périphériques axonales distales
« longueur-dependante ». Néanmoins, ’examen de la biopsie nerveuse de certains de ces
patients n’est pas toujours conforme a cette atteinte sélective supposée des petites fibres.
e Lésions des grosses fibres myélinisées

Les manifestations cliniques sont en particulier une aréflexie ostéotendineuse diffuse, un signe
de Romberg, des troubles sensitifs proprioceptifs et assez fréquemment un tremblement des
extrémités. Trois types de neuropathies périphériques peuvent présenter de tels symptomes :
celles par atteinte axonale, les neuropathies périphériques par atteinte myélinique et celles par
lésion du ganglion rachidien postérieur (ganglionopathie ou neuronopathie). Les plus
fréquentes sont les deux derniers types. Les neuropathies périphériques démyélinisantes sont
essentiellement celles associées a une dysglobulinémie de type immunoglobuline (Ig) M ayant
une activité anti myélin associated glycoprotein (MAG). Les neuronopathies correspondent aux
atteintes paranéoplasiques de type Denny-Brown, ainsi qu’a certaines intoxications par la

vitamine B6 ou certaines chimiothérapies comme le cisplatine.
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b. Formes motrices pures

Il faut souligner le tableau tres particulier de certaines neuropathies motrices pures
accompagnées de fasciculations, de crampes, d’amyotrophie, débutant souvent aux membres
supérieurs de fagcon asymétriques et en rapport avec des blocs de conduction multiples sur les
fibres motrices. Il s’agit de cas rares, souvent associés a la présence d’anticorps anti-GM1 et

pour lesquels doit étre proposé un traitement par immunoglobuline en perfusions.

6. Examens complémentaires en cas d’un tableau clinique de neuropathie
périphérique

a. Examen électrophysiologique

Il sera utile dans un nombre significatif de cas a la condition qu’il soit effectué¢ de fagon
systématique et complete, par un neurologue qui connait 1’histoire clinique du malade et I’aura
examiné au préalable. Il pourra &tre nécessaire de le répéter et le compléter éventuellement par
un examen des potentiels évoqués. Dans la plupart des cas, il permettra de confirmer I’atteinte
tronculaire et de préciser le type 1ésionnel. Il a néanmoins ses limites : constatation d’un ou
plusieurs troncs nerveux instimulables dont on ne pourra préciser le type lésionnel, peu
d’anomalies s’il s’agit d’une atteinte isolée des petites fibres ; en cas de constatation de Iésions
de type axonal, séveres et anciennes, il sera souvent difficile d’indiquer si le processus

pathologique initial était éventuellement démyélinisant.

b. Examen biologique

Hormis les examens de routine, en fonction des constatations cliniques et
électrophysiologiques, il pourra étre utile de demander un dosage des anticorps antiglycolipides
et anti-MAG. Il faut souligner que devant une neuropathie démyélinisante chronique qui ne fait
pas sa preuve, qu’elle ait ou non des caractéres cliniques, électrophysiologiques d’une
polyradiculonévrite inflammatoire démyélinisante chronique, il est souhaitable de ne pas
éliminer par principe une neuropathie génétiquement induite, atypique, raison pour laquelle il
est souhaitable de stocker de I’ADN du patient ; en fonction du phénotype clinique et
éventuellement histologique, la recherche d’une anomalie de tel ou tel géne impliqué dans les

neuropathies héréditaires sera demandée.
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7. Biopsie nerveuse

Les indications de cette biopsie ne sont pas actuellement faciles a préciser. Elle reste tres
performante pour affirmer certains diagnostics comme la périarthrite noueuse en y associant
une biopsie musculaire pour augmenter les chances d’en trouver les 1ésions spécifiques. Elle
peut étre préconis€ée en vue d’affirmer un diagnostic de polyradiculonévrite inflammatoire
démyélinisante chronique atypique, de préciser le mécanisme d’une neuropathie associée a une
dysglobulinémie monoclonale. Dans le contexte d’une neuropathie génétique, la responsabilité
de 15 genes est actuellement connue ; ¢’est dire que devant une forme apparemment sporadique,
aucun laboratoire ne peut actuellement étudier I’ensemble de ces genes, et la biopsie nerveuse
est de ce fait susceptible, en fonction des 1ésions morphologiques d’orienter particulierement
vers tel ou tel gene.

Dans le contexte d’une neuropathie de cause apparemment inconnue, la biopsie nerveuse peut
parfois objectiver des anomalies inattendues, telles que des dépots amyloides, ce qui a une

conséquence majeure en terme de conseil génétique.

8. Enquéte étiologique

Plusieurs facteurs seront déterminants dans la recherche de 1’étiologie d’une neuropathie
périphérique : le contexte au sens large, les modalités d’installation des troubles et leur
évolution, la distribution topographique des signes cliniques, le type de fibres atteintes, le type
l1ésionnel en cause étudié par I’examen électrique et si besoin par la biopsie nerveuse.

Dans certains cas, il peut étre presque certainement incrimingé, ceci d’autant que les signes
cliniques de I’atteinte neuropathique sont compatibles avec cette étiologie possible : survenue
d’une polyneuropathie sensitive chez un diabétique mal équilibré depuis longtemps, d’une
mononeuropathie multiple chez un patient suivi pour un collagénose, d’une polyneuropathie
chez un sujet sous chimiothérapie anticancéreuse etc. Des antécédents connus et divers peuvent
étre responsables de neuropathie périphérique. Il n’en est pas moins vrai que trouver un lien de
cause a effet ne sera pas toujours facile : une polyneuropathie chez un alcoolique peut étre en
réalité d’une autre cause que 1’alcoolisme ; la constatation d’une dysglobulinémie peut étre
fortuite etc. De plus, chez un méme patient, sont parfois constatés plusieurs facteurs

susceptibles d’étre responsables de la neuropathie. Malgré le tableau clinique, le mode évolutif,
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le type 1ésionnel ainsi que les résultats des examens complémentaires aussi complets soient-ils,
il sera parfois impossible de conclure et de déterminer avec certitude 1’imputabilité de telle ou
telle cause. En I’absence de tout contexte évocateur, il s’agit d’une neuropathie révélatrice et
inaugurale. Un grand nombre de causes sont alors a évoquer qui pourront d’ailleurs n’apparaitre
qu’ultérieurement au cours de I’évolution. Le recueil d’informations souvent simples est
susceptible d’orienter le diagnostic. L’age : chez I’enfant, les polyneuropathies sont dominées
par les causes génétiques et avec une moindre fréquence les polyneuropathies inflammatoires.
Récemment, chez le nourrisson a été décrite une forme tres particuliere de neuropathie axonale
grave infantile avec insuffisance respiratoire (SMARD), tous ces enfants ont des problemes
respiratoires qui apparaissent pendant les six premiers mois de vie, ils doivent tous étre ventilés
et le plus souvent décédent au cours des deux premieres années. L hérédité est autosomique
récessive. Il peut étre difficile de différencier cette neuropathie d’une amyotrophie spinale type
Werdnig-Hoffmann. Chez le sujet 4gé, on rencontre un nombre significatif de polyneuropathies
d’¢étiologies difficiles a préciser : il s’agit souvent de neuropathies considérées comme des
atteintes axonales chroniques isolées, dont certaines pourraient en fait correspondre a des
polyradiculonévrites inflammatoires démyélinisantes chroniques évoluées avec atteinte axonale
sévere qui masque la démyélinisation initiale. L’origine ethnique et géographique est
importante a considérer pour envisager le diagnostic de lepre ou de maladie de Lyme.

e La profession ou des occupations annexes peuvent faire soupgonner 1’existence de
polyneuropathies toxiques.

e . L’enquéte familiale est extrémement utile dans le contexte d’une polyneuropathie
chronique isolée. L’interrogatoire n’est pas toujours suffisant et il ne faut pas craindre
de suggérer examens cliniques et électrophysiologiques systématiques des autres
membres de la famille, méme s’il n’y a pas de plainte fonctionnelle. La notion de

consanguinité est a rechercher systématiquement.

A. LES DIFFERENTS TYPES DE NEUROPATHIES

1. LES NEUROPATHIES HEREDITAIRES : CAS PARTICULIER DE LA
MALADIE DE CHARCOT MARIE TOOTH

a. GENERALITES
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La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) ou neuropathie héréditaire sensitive et motrice
comprend un groupe de neuropathies héréditaires hétérogene sur le plan clinique et génétique.
La CMT est le trouble neuromusculaire héréditaire le plus connu avec une prévalence comprise
entre 17 et 40 pour 100 000 individus. De nos jours, plus de 30 loci et environ 20 genes
responsables sont associés a I’apparition de la maladie

(http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/;http://www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/tim

e/hmsn. html). Les caractéristiques cliniques de la maladie comprennent une faiblesse
musculaire distale progressive et une atrophie commencant par les membres inférieurs puis
atteignant plus tard les extrémités supérieurs, des déformations des pieds, une perte sensitive
distale et une diminution ou absence des reflexes des tendons (Harding et Thomas, 1980). Les
neuropathies héréditaires sont classées en neuropathies mixtes sensitives et motrices si la
faiblesse musculaire est prédominante avec de légers déficits sensitifs, en neuropathie motrice
héréditaire distale si le déficit moteur est dominant et en neuropathie héréditaire sensitive ou en
neuropathie héréditaire sensitive et autonome si les déficits sensitifs et/ou les
dysfonctionnements autonomes sont prédominants (Dyck et al., 1993). En fonction des criteres
électrophysiologiques, la neuropathie héréditaire sensitive et motrice est classée en deux
principales sous-groupes : le type démyélinisant (CMTI1) qui est une neuropathie
essentiellement démyélinisante avec une vitesse de conduction du nerf moteur fortement réduite
(<38m/s) et le type axonal CMT2 avec une perte principalement axonale caractérisée par une
conduction normale ou légerement réduite du nerf (>38 m/s) mais avec des amplitudes
décroissantes (Dyck et al., 1993). Des subdivisions additionnelles au sein de ces deux types
sont faites sur la base du mode de transmission et des résultats des investigations génétiques
moléculaires.

La transmission de la maladie de Charcot-Marie-Tooth peut étre autosomique dominante (AD),
lié a X ou autosomique recessive (AR). Les études histopathologiques de la CMT1 montre une
démyélinisation segmentaire et une remyélinisation avec une formation importante en bulbe
d’oignon et une dégenerescence axonale avec repousse regenerative dans la CMT2 (Schroder
et al., 2001).

Lorsqu’il existe un contexte de transmission dominante ou une notion de consanguinité,
affirmer le diagnostic clinique de CMT n’est pas difficile. L’étude €lectrophysiologique
orientera vers le mécanisme lésionnel en cause, démyélinisant ou axonal ou éventuellement de
type intermédiaire.

Déterminer I’anomalie génique est plus difficile. En présence d’un CMT manifestement

dominant et démyélinisant, il est désormais simple de rechercher une anomalie des genes
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PMP22 ou PO. Dans le cas d’une atteinte de type intermediaire ou méme axonale dominante,
s’il n’y a pas de transmission pére-fils, une mutation du gene de la connexine 32 sera a
rechercher ; néanmoins, il peut aussi s’agir d’atteintes de type démyélinisant.

Quelles que soient les modalités de transmission, si le cas est aparemment sporadique,
I’analyse de biologie moléculaire est beaucoup plus complexe. Certains ¢léments permettent
d’orienter la mise en €vidence de ’anomalie génétique en cause : les formes récessives ont
presque toujours un phénotype comme il a déja été indiqué ; la biopsie nerveuse peut, dans
certains cas, par la mise en évidence d’anomalies morphologiques trés évocatrices, orienter
cette recherche. L ’affirmation de la mutation d’un gene est évidemment tres utile dans le cadre
de I’information génétique. Compte tenu du nombre de génes en cause, de ’intrication des
mécanismes lésionnels, des modalités de transmission, la classification actuelle de la maladie
de CMT est extrémement complexe. 11 faut aussi souligner que les fonctions des genes
anormaux sont actuellement trés mal connues. Pourtant la mondialisation, les migrations de
populations rendent de plus en plus indispensable une meilleure approche de la connaissance
de ces neuropathies héréditaires.

Enfin, un phénotype CMT peut en fait correspondre a une neuropathie a axones géants ; certains
de ces cas ont une mutation du géne de 1’affection en cause, la gigagoxine, alors que d’autres

ne 1’ont pas, ce qui complique encore le diagnostic.

b. CMT1 : dominante et démyélinisante

La CMTIA est due a la présence en triple exemplaire du gene PMP22 entrainant une
surprodution de protéines nuisant au fonctionnement des nerfs périphériques. Elle apparait avec
une fréquence de 1 pour 5000 individus et compte pour 60-90% des patients de la CMT1 et 40-
50% de tous les patients de CMT (Nelis et al., 1996 ; Boerkoel et al., 2002). L’apparition de la
CMTIA est associée a une duplication du chromosome 17p11.2-p12 contenant 98% du gene
de la protéine de la myéline périphérique 22 (Raeymaekers et al., 1989 ; Vance et al., 1989) et
moins frequemment (2%) 1ié a des mutations ponctuelles de PMP22 (Valentijn et al., 1992).
1/5 des patients présentent une mutation de novo. La protéine PMP22 joue un rdle dans la
myélinisation et la regulation de la croissance et de la differenciation cellulaire (Martini et
Schachner, 1997 ; Adlkofer et al., 1997). L augmentation du dosage du géne PMP22 affecterait
la dégradation intracellulaire de composants de differentes membranes. La CMTIA est
caractérisé par une apparition précoce, généralement dans 1’enfance, un phénotype type CMT

et se présente comme une maladie benigne. Cependant, la gravité de la maladie est tres variable
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méme au sein d’'une méme famille. L hypertrophie nerveuse peut étre observée dans environ
25% des patients de CMTI1A (Shy et al., 2005) et la perte auditive diie a une atteinte du nerf
acoustique peut concerner jusqu’a 5% des patients (Birouk et al., 1997). Les vitesses de
conduction du nerf moteur et sensitif sont nettement ralenties de maniere homogene, uniforme
et diffuse sans signe de bloc de conduction contrairement aux polyneuropathies inflammatoires
acquises. La vitesse de conduction nerveuse motrice obtenue dans la plupart des patients de
CMTIA est comprise entre 15 et 30 m/s. La réduction de la vitesse de conduction du nerf
moteur apparait précocement et est complétement établie a I’age de 3 ou 5 ans. La gravité de la
CMT1A est directement corrélée avec la diminution de 1’amplitude des potentiels d’action du
nerf moteur avec la disparition des potentiels d’action du nerf sensitif mais pas avec le
ralentissement de la conduction nerveuse (Pareyson et al., 2006). La reduction de la vitesse de
conduction peut €tre aussi observée au niveau des nerfs craniens (n.VII et VIII) (Pareyson et
al., 2000). La CMT démyélinisant de méme que la CMT axonale, au cours de la maladie
entraine une perte axonale et une diminution de I’amplitude des potentiels d’action du nerf
moteur et sensitif. La diminution de la vitesse de conduction du nerf moteur pourrait se
présenter comme le résultat de dysfonctionnement des nceuds, des paranoeuds ainsi des canaux
ioniques (Capasso et al., 2004). La CMTI1B est causée par des mutations dans le gene de la
protéine zero de la myéline (MPZ ou P0) situé sur le chromosome 1q22-q23 (Hayasaka et al.,
1993b). Les mutations au sein du gene MPZ compte pour moins de 5% des cas de CMT1 (Nelis
et al., 1996). Plus de 100 mutations du géne MPZ sont connues, la plupart d’entre elles sont des
mutations faux sens mais des mutations non sens et des changements de cadre de lecture ont
aussi été trouvés. MPZ est la protéine la plus abondante de la myéline périphérique et agit
comme une molécule d’adhésion qui assure la connexion des lamelles de myéline, nécessaire
pour une structure et un fonctionnement normal de la myéline (Martini et Schachner, 1997).
Une protéine anormale de MPZ pourrait affecter 1’interaction cellule de Schwann/neurone
résultant en une myélinisation défectueuse des nerfs périphériques (Niemann et al., 2006). La
plupart des mutations de MPZ donne un phénotype classique de CMT1 avec une apparition au
cours de la premiere décennie, une faiblesse musculaire distale progressive et une perte
sensitive. Cependant, certaines mutations entrainent la forme la plus sévere du syndrome de
Dejerrine-Sottas (DSS) ou la neuropathie congénitale hypomyélinisante (CHN) (Nelis et al.,
1999). Des mutations spécifiques de MPZ sont associées a la CMT?2. Les caractéristiques
électrophysiologiques de la CMTIB correspondent au phénotype classique de CMTI.
Cependant, des blocs de conduction ont été rarement observés dans ce type B de la CMT1. Les

patients avec une atteinte précoce de la maladie peuvent avoir une diminution trés poussée de
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la vitesse de conduction nerveuse du nerf moteur (<20m/s) alors que les patients avec une
apparition tardive présente une vitesse de conduction du nerf moteur dans une gamme axonale
(Reilly 2007). L’analyse du liquide céphalorachidien montre une teneur augmentée de
protéines. Des changements histopathologiques caractéristiques a la neuropathie héréditaire
démyélinisante sont plus importants que dans la CMT1A. Des mutations dans le gene LITAF
(Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor) sur le chromosome 16p13.1-p12.3 entraine
la CMTIC. La protéine LITAF joue un role dans le processus de dégradation de protéine
incluant la dégradation de PMP22 (Street et al., 2003). De nos jours, seulement six mutations
dans le gene LITAF ont été signalées (Houlden et Relly 2006). Le début de la maladie se situe
dans la deuxieme décennie avec un phénotype clinique et électrophysiologique de CMTIC,
phénotypiquement caractéristique de la CMT1 bien qu’il ait été trouvé chez un patient atteint
de CMT?2 avec une mutation du gene LITAF (Street et al., 2003 ; Bennett et al., 2004 ; Saifi et
al., 2005). La vitesse moyenne de conduction du nerf moteur est de I’ordre de 16-25 m/s. La
CMTI1D compte pour moins de 1% des CMT et est associée a des mutations du gene EGR2 sur
le chromosome 10q21.1-q22.1 (Warner et al., 1998). La protéine EGR2 est un facteur de
transcription qui régule positivement I’expression des génes de myéline (Topilko et al., 1994 ;
Nagarajan et al., 2001) et pourrait aussi jouer un role dans la proliferation cellulaire (Joseph et
al., 1988). Des anomalies d’EGR2 peut entrainer divers phénotypes comme la CMT]I, le
syndrome de Dejerrine-Sottas et la neuropathie congénitale hypomyélinisante (Timmerman et
al., 1999 ; Warner et al., 1998).Une mutation d’EGR2 entraine un phénotype de CMT1 avec un
déficit des nerfs craniens associée a une diplopie et une parésie des cordes vocales (Pareyson et
al., 2000). La vitesse de conduction du nerf moteur est réduite de manieére modérée a severe (9-
42 m/s). La CMTIF est causée par des mutations dans les neurofilaments dans le NEFL sur le
chromosome 8q21. NEFL est important pour I’organisation des neurofilaments et le transport
axonal. Les patients avec une mutation de NEFL présentent une apparition précoce de la
maladie et sont généralement atteints de maniere sévere avec des vitesses de conduction du nerf
ralenti de facon variable (15-38m/s). Sur la base des caractéristiques cliniques, certains d’entre
eux sont diagnostiqués patients du syndrome de Dejerrine-Sottas. Les mutations dans le gene
NEFL sont aussi la cause de la CMT autosomique dominante axonale liée au chromosome 8p21

(CMT2E) (Mersiyanova et al., 2000).

¢. Une forme spéciale : Neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la
pression

107



La neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la pression est associée a une délétion dans
la région du gene PMP22 sur le chromosome 17p12 (Adlkofer et al., 1997). La maladie est
allélique a la CMT1A. La prévalence de la neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la
pression est de 1/10 000 individus. La NHHP est caractérisée par des douleurs épisodiques,
récurrentes, une neuropathie démyélinisante focale. L’apparition de la maladie varie entre
I’enfance et I’age adulte. Les signes moteurs prédominent et se manifestent par des épisodes de
faiblesse musculaire et douloureuse. La maladie se présente souvent comme une
mononeuropathie asymétrique d’apparition soudaine sans douleur par exemple au réveil
(Lonngvist et Pihko 2003). La faiblesse peut durer des jours ou des mois et est accompagnée
de dysesthésies. La maladie est rarement associée a une démyélinisation du systeme nerveux
central, une myoclonie et une dystonie paroxystique (Amato et Barohn, 1996 ; Shaibani et al.,
1997). Les patients de NHHP présentent des difficultés asymétriques a marcher ou une
hypertrophie des mollets. L’examen neurophysiologique montre une vitesse normale de
conduction du nerf ou une reduction 1égere, généralement plus important au niveau du nerf
median avec bloc de conduction. Une forme spéciale est une mutation dans le gene de la
connexin-31 (GJB3) sur le chromosome 1p35.1 est associée a la neuropathie autosomique,
dominante et démyélinisante avec une déficience auditive. La connexin-32 code pour la
protéine membranaire de la jonction gap, exprimée dans les canaux ioniques des nerfs
périphériques et auditifs. Le phénotype clinique est d’une gravité variable comprenant des
patients asymptomatiques et des patients avec des ulceres de peau et une ostéomyélite
nécessitant une amputation. La vitesse de conduction du nerf moteur et sensitif sont 1égérement
diminuées et les amplitudes d’action du nerf sensitif et moteur légerement réduits (Lopez-Bigas

et al., 2001).

d. La neuropathie héréditaire motrice et sensitive ou CMT2 : Dominante,
axonale

La CMT?2 est une neuropathie axonale autosomique dominante. Elle est moins fréquente que la
CMTT1 avec une prévalence de 1-40 pour 100 000 individus et compte pour environ 20% de
tous les patients de CMT. La CMT2A est la forme la plus répandue de la CMT2, comprenant
jusqu’a 20% des CMT2 (Ziichner et al., 2005 ; Verhoeven et al., 2006). La CMT?2 est associée
a la mutation dans le géne de la mitofusine2 (MFN2) sur le chromosome 1p36. MNF2 est une

dynamine de type GTPase situé sur la membrane externe mitochondriale. Il est impliqué dans
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la fusion des mitochondries et lorsqu’il est muté, ceci peut entrainer un transport insuffisant
entre les mitochondries et les axones des nerfs périphériques. Une mutation dans le géne de la
KIFIB situé dans la region 1p36 du chromosome a été trouvée dans quelques familles
japonaises de CMT2A (Zhao et al., 2001) et n’a toujours pas été confirmée dans une autre
famille de CMT2A. KIF1B sert d’intermediaire dans le transport des vésicules synaptiques. Les
patients de CMT2A présentent un phénotype classique mais plus sévere de CMT, 28% d’entre
eux sont en fauteuil roulant (Verhoeven et al., 2006). La plupart des patients présentent un début
précoce de la maladie (<10 ans) et sont gravement malades tandis qu’un petit groupe demarrent
tardivement la maladie et ont une maladie bénigne. Certains patients de CMT2A manifestent
en outre une atrophie optique, aussi appélée neuropathie héréditaire sensitive et motrice VI
(Ziichner et Vance 2006 ; Verhoeven et al., 2006). Dans une famille australienne, la CMT2A a
été associée a des caractéristiques pyramidales, precedemment décrit comme étant la
neuropathie héréditaire motrice et sensitive V (NHMS V) (Zhu et al., 2005). Par ailleurs, une
perte auditive sensorielle (Lawson et al., 2005) et des anomalies de la substance blanche
cérébrale (Chung et al., 2006) ont été décrites chez des patients de CMT2A. Les données
électrophysiologiques montrent chez la majorité des patients une vitesse de conduction
nerveuse normale ou légerement ralentie.

La CMT2B est causée par des mutations dans le gene RAB7 (RAS-associated GTP-binding
protein gene) sur le chromosome 3q13-q22 (Kwon et al., 1995 ; Verhoeven et al., 2003a). RAB7
est impliqué dans la régulation du transport membranaire intracellulaire et est impliqué dans
I’endocytose (Feng et al., 1995). CMT2B est caractérisé par une faiblesse musculaire distale et
un amaigrissement mais aussi une perte sensitive entrainant une hyperkératose et des
ulcérations graves des pieds qui peuvent entrainer une amputation des extrémités inférieures
distales.

La CMT2C est liée au chromosome 12q23-q24 mais le gene reste a identifier. Elle est associée
a une faiblesse des muscles proximaux, du diaphragme et des muscles intercostaux, une
paralysie des cordes vocales et presente occasionnellement une issue fatale (Dyck et al., 1994).
L’analyse ¢électrophysiologique montre une vitesse normale de conduction du nerf moteur (>50
m/s). La CMT2D est causée par une mutation dans le gene GARS (glycyl-tRNA synthetase sur
le chromosome 7p15 (Sivacumar et al., 2005). GARS est un géne de menage et joue un role
important dans le processus de traduction. Des mutations dans le gene GARS pourrait affecter
la synthése de protéines importantes pour la maintenance et 1’intégrité des neurones moteurs
(Antonellis et al., 2003). La maladie apparait a un dge compris entre 8 et 36 ans et affecte

principalement les muscles de la main. La vitesse de conduction du nerf moteur est normale.
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La CMT2E est associée a une mutation faux sens ou a une déletion de 3 paires de base (sans
décalage de cadre) dans le neurofilament de la chaine 1égere sur le chromosome 8p21 (De
Jonghe et al., 2001). Il en resulte une destruction de 1’organisation des neurofilaments et du
transport axonal. La frequence de la CMT2E au sein des patients de CMT est de 1,9%
(Jordanova et al., 2003). La maladie débute par des difficultés a la marche généralement avant
I’age de 13 ans. La parésie dans la partie distale des membres inférieurs varie d’une faiblesse
légere a une paralysie complete. La moyenne de la vitesse de conduction du nerf moteur est
reduite de fagon modérée a sévere et sont dans I’ordre de 13 a 38 m/s et le potentiel d’action du
nerf moteur est tres reduit (Jordanova et al., 2003). Des mutations dans NEFL suggerent que
ces maladies sont alleliques. La CMT2F est causée par une anomalie génétique sur le locus
7q11-g21. Le gene causal code pour HSPB1 (heat shock protein B1) aussi appélé HSP27
(Evgrafov et al., 2004 ; Ismailov et al., 2001). Les protéines « heat shock » ou de stress sont
synthetisées comme une reponse cellulaire a divers facteurs incluant la l1ésion cellulaire. Ces
protéines ont des fonctions importantes incluant la protection de structures d’autres protéines.
(Gamulin et al., 2006). De nos jours, seulement deux familles ont été signalées atteintes de
CMT2F. CMT2F débute généralement entre 15 et 25 ans avec une évolution lente et
progressive. Les muscles ont une faiblesse symétrique au niveau des membres inférieurs
entrainant une « fonte » des pieds, des déformations du pied et des déficiences sensitives
d’intensité légere a modérée. Plusieurs années plus tard, une atrophie distale des muscles des
membres supérieurs provoquant des mains en « griffe ». Les analyses électrophysiologiques

montrent des amplitudes d’action du nerf moteur absentes ou nettement réduites.

e. CMT intermédiaire : dominant, intermédiaire

Plusieurs loci et genes ont été décrits pour étre a 1’origine de la CMT de type dominant et
intermédiaire (DI-CMT) : 10q24.1-g25.1 (geéne non identifié¢, Verhoeven et al., 2001, DI-
CMTA), 19p12-13.2 (dynamin2 ou DNM?2, Ziichner et al., 2005 ; DI-CMTB) 1p34-—p35
(tyrosyl-tRNA synthétase ou YARS; Jordanova et al., 2006; DI-CMTC), 122 (MPZ; Mastaglia
et al., 1999; DI-CMTD). DNM2 et RAB7 sont impliqués dans le transport vésiculaire et
I’endocytose (McNiven 1998). YARS joue un rdle essentiel dans la synthese protéique dans
toutes les formes de vie ainsi que la transmission du signal du nerf au muscle (Jordanova et al.,
2006). Les caractéristiques cliniques sont d’une sévérité variable. La neutropénie a lieu chez
certains patients avec des mutations de DNM2. Le CMT intermédiaire de type dominant se
manifeste avec des caractéristiques électrophysiologiques et pathologiques aussi dans le CMT1

et CMT?2. La vitesse de conduction du nerf médian est de ’ordre de 25 a 45 m/s.
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f. CMTXI1 : lié a X, dominant et démyélinisant

CMTXI1 est la deuxieme forme la plus courante de CMT avec une frequence de 7 a 11% de
tous les patients de CMT (Boerkel et al., 2002). La CMTXI1 est une CMT dominant liée a X
avec une caractéristique axonale et démyélinisante causée par des mutations dans GJB1 sur le
chromosome Xq13.1 (Janssen et al., 1997). Plus de 240 mutations dans GJB1 ont été rapportées.
Le produit du géne Sox10 se lie directement au promoteur de GJB1 et active son expression
dans les cellules de Schwann myélinisantes. Des mutations dans le gene Sox10 sur le
chromosome 22q13 sont associées au syndrome distinct de Waardenburg-Shah incluant la
neuropathie démyélinisante, la leucodystrophie démyélinisante, le syndrome de Waardenburg
et la maladie de Hirschprung (Inoue et al., 2004). GJIB1 code pour la protéine de la connexine
32 (Cx32). La Connexine 32 est une protéine de gap jonction localisée au niveau des nceuds de
Ranvier et est impliqué dans le transfert de matériel de faible poids moléculaire entre les cellules
(Bergoffen et al., 1993). En raison de la transmission héréditaire, les hommes sont plus touchés
que les femmes. Les hommes affectés présentent des symptomes modérés a séveres, tandis que
les femmes sont soient légerement atteintes ou asymptomatiques (Hahn et al., 1990). Les
symptomes se developpent en fin de jeunesse, habituellement aprés 1’age de 15 ans chez les
hommes et plus tard chez les femmes atteintes. Les caractéristiques cliniques incluent
I’implication des muscles des mains avec une atrophie particulierement prononcée au niveau
des muscles du thénar. La faiblesse des muscles distaux et 1’atrophie impliquent aussi les
membres inférieurs et est associé¢ a des pieds creux. La surdité, I’implication du systéme
nerveux central, les anomalies de la vision et de 1’audition peuvent se développer plus tard chez
les patients de CMTXI1. La connexine 32 est exprimée par les cellules de Schwann
myélinisantes dans le nerf VIII. Les patients atteints de CMT1X présentent généralement un
ralentissement de la vitesse de conduction nerveuse. La vitesse de conduction du nerf moteur
median est de I’ordre de 30-40 m/s chez les hommes atteints et de 30-50 m/s chez les femmes
(Kleopa et Scherer, 2006). La vitesse de conduction du nerf moteur chez les hommes gravement
atteints est de I’ordre de 10-37 m/s. Au niveau des CMT1X, il est aussi observé une perte
axonale associée a des blocs de conduction et une dispersion évoquant les polyneuropathies
démyélinisantes chroniques acquises. Chez certains patients de CMTX1, il y a une participation
transitoire du systéme nerveux central comme c’est le cas des anomalies de la substance blanche
associée a une ataxie, de dysarthrie ou de confusion (Panas et al., 2001, Kawakami et al., 2002).

Une encephalopathie transitoire peut survenir suite a une infection (Schelhaas et al., 2002), un
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exercice (Hanemann et al., 2003 ; Taylor et al., 2003) ou un voyage a haute altitude (Paulson et
al., 2002 ; Hanemann et al., 2003). La biopsie nerveuse montre une dégenerescence axonale et

des démyélinisations segmentaires avec des bulbes d’oignons.

g. CMT3: le syndrome de Dejerrine-Sottas

Le mode de transmission du syndrome de Dejerrine-Sottas (DSS) peut étre autosomique
dominante, recessive ou sporadique. La CMT3 A (DSS A) est une forme autosomique
dominante de « DSS », causé par des mutations ponctuelles dans le gene PMP22 du
chromosome 17p11.2-12 (Roa et al., 1993). La CMT3B (DSS-B) est causée par une mutation
dominante ou recessive sur MPZ du chromosome 1q22 (Hayasaka et al., 1993a). Les anomalies
génétiques a 1’origine de la CMT3C (DSS-C) est liée au chromosome 8q23-q24 dans une
famille Iowa avec un mode de transmission dominant (Ionasescuu et al., 1996). Des mutations
sur le géne de la periaxine (PRX) sur le chormosome 19q13.1-13.2 est a I’origine de la CMT3D
(ou CMT-4F) avec un mode de transmission recessif (Boerkel et al., 2001b). La DSS-EG est
associée a une mutation dominante ou de novo dans le gene EGR2 sur le chromosome 10q21-
22 (Boerkel et al., 2001a). Des mutations de NEFL peuvent aussi entrainer des phénotypes de
DSS.

Le syndrome de Dejerrine-Sottas (DSS, la CMT3A) est une forme sévere de
polyneuropathies démyélinisantes avec un début précoce (avant ’age de 3 ans), et des vitesses

de conduction nerveuse tres ralenties (<10 m/s).
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h. Classification des differents types de CMT et mutations impliquées

Type de CMT Physiologie Transmission Locus Géne Divers
CMT1A Démyélinisation Autosomique dominante 17p11.2 PMP22 type le dllllxcsl\/}:;mmun
CMTIB Démyélinisation Autosomique dominante 1922 MPZ (P0O)

CMTI1C Démyélinisation Autosomique dominante 16%;'3_ LITAF
PP . . 10g21.1-
CMTID Démyélinisation Autosomique dominante 2.1 EGR2
CMTIE Démyélinisation Autosomique dominante 17p11.2 PMP22 surdité
CMTIF Démyélinisation Autosomique dominante 8p21 NEFL
CMT2Al1 Axonale Autosomique dominante 1p36.2 KIFIB
CMT2A2 Axonale Autosomique dominante 1p36.2 MFN2
CMT2B Axonale Autosomique dominante 3q21 RAB7 uleeres ;(;:(amuns de
CMT2B1 Axonale Autosomique récessive 1q21.2 LMNA
CMT2B2 Axonale Autosomique récessive 19q13.3 Non Connu
. . atteinte de diaphragme
CMT2C Axonale Autosomique dominante 12q23-q24 Non Connu
et de cordes vocales
CMT2D Axonale Autosomique dominante Tpl5 GARS les mains sont affectees
plus que des pieds
CMT2E Axonale Autosomique dominante 8p21 NEFL
CMT2F Axonale Autosomique dominante 7ql1-g21 HSPBI
CMT2G Axonale Autosomique dominante qulq3l g_ Non Connu
CMT2H Axonale Autosomique récessive 8q13-21.1 GDAPI signes pyramidaux
CMT2I Axonale Autosomique dominante 1922 MPZ (P0)
CMT2J Axonale Autosomique dominante 1922 MPZ (P0) perte d audition N t
anomalies de pupille
CMT2K Axonale Autosomique récessive 0w\ 13 0911 | GDAPI
dominante
CMT2L Axonale Autosomique dominante 12924 HSPBS
maladie de Déjerine-
CMT3A Démyélinisation Autosomique dominante 17p11.2 PMP22 SOEt?S. .
(hypomyélinisation
congénitale sévere)
CMT3B Démyélinisation Autosomique dominante 1922 MPZ (P0)
CMT3C Démyélinisation Autosomique dominante l(c)l%zzlil_ EGR2
CMT4A Démyélinisation Autosomique récessive 8q13-21.1 GDAPI
CMT4B1 Démyélinisation Autosomique récessive 11q22 MTMR2
CMT4B2 Démyélinisation Autosomique récessive 11p15 MTMRI3
CMT4C Démyélinisation Autosomique récessive 5q32 SH3TC2
CMT4D Démyélinisation Autosomique récessive 8q24.3 NDRG1
1q22-
CMT4E Démyélinisation Autosomique récessive 10g21.1- MPZ (P0)
q22.1 ou EGR2
CMT4F Démyélinisation Autosomique récessive 19q13 PRX
CMT4G Démyélinisation Autosomique récessive 10g23.2 Non Connu
CMT4H Démyélinisation Autosomique récessive 12p11.2 FGD4
CMTX Axonale ou Liée a I'X Xql3.1 GJBI
Démyélinisation

Tableau 1 : Classification et mutations impliquées

PMP22 : Peripheral Myelin Protein 22, MPZ : Myelin Protein Zero, LITAF : Lipopolysaccharide-induced Tumor
Necrosis o, EGR2 : Early Growth Response2, NEFL : Neurofilament Light Chain, KIF1B : Kinesin Motor Protein
1B, MEN2 : Mitofusin 2, RAB7 : Small Guanosine Triphosphatase Late Endosomal Protein RAB7, LMNA :
lamine A/C gene, GARS Glycyl-Transfer RNA Synthetase, HSPB1 : Heat-Shock Protein beta-1, GDAP1 :
Ganglioside-induced Differentiation-Associated Protein 1, HSPB8 : Heat-Shock Protein beta-§, MTMR?2 :
Myotubularin-Related Protein 2, MTMR13 Myotubularin-Related Protein 13, SH3TC2 : SH3 domain and
tetratricopeptide repeats 2, NDRG1 N-myc Downstream-Regulated Gene 1, PRX Periaxin, FGD4 : actin-filament
binding protein Frabin, GJB1 : Gap-Junction Beta-1 Protein (Connexin 32).
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B. Implications des protéines myéliniques dans des neuropathies héréditaires

Les doses élévées de PMP22 et de PLP entrainent toutes les deux des myélinopathies humaines
et des rongeurs (respectivement la CMT1A et la maladie de Pelizeaus-Merzbacher) et 80% des
surexpressions de MPZ entrainent des neuropathies chez les souris. Des trisomies partielles du
chromosome 1 humain qui inclut le locus MPZ 1q22 sont rares et donnent des phénotypes
complexes, un de ses cas inclut des contractures des extrémités qui seraient a 1’origine des
neuropathies périphériques (Chen et al., 1994). En effet, des mutations faux sens de PO sont
associées a des neuropathies humaines démyélinisantes CMT1B, le syndrome de Dejerine-
Sottas et la neuropathie congénitale hypomyélinisante (CHN ; Warner et al., 1996). La
reduction importante de la vitessse de conduction nerveuse (1 a 2 m/s), la rareté de la myéline
active ou en bulbe d’oignon et la redondance de la formation de la membrane chez des souris
surexprimant PO ressemble a la neuropathie congénitale hypomyélinisante (Harati et Butler,
1985). De bas niveaux de surexpression de PO produisent une hypomyélinisation transitoire
chez des souris, similaire a la neuropathie congénitale hypomyélinisante (Ghamdi et al., 1997 ;
Levy et al., 1997). Des mutations de Krox20 sont associées a la survenue de neuropathies
congénitales hypomy¢élinisantes. Krox20 peut reguler 1’expression de PO (Topilko et al., 1994 ;
Zorick et al., 1999) ; la surexpression de MPZ pourrait contribuer a la pathogénese des
mutations d’EGR2. Il est recommandé de la prudence dans le traitement des neuropathies
CMTIB dans lesquels des mutations de MPZ predisent une perte d’expression de PO et pour
lequel le traitement par remplacement de géne pourrait ainsi étre considéré (Shy et al., 1995 ;
Guenard et al., 1999). Une telle thérapie peut exiger une regulation précise de PO dans le nerf
humain, seulement 60% des surexpressions chez des souris entrainent une déficience de la
formation de la myéline. Enfin les animaux Tg80.2 développent une atrophie et des
changements morphologiques dans les muscles squelettiques et une tendance a la reduction de
I’amplitude du potentiel d’action nerveux, I’ensemble suggere une pathologie axonale. Des
défauts primaires dans les cellules de Schwann de modeles de souris montrent qu’ils peuvent
entrainer des changements secondaires au niveau des propriétés axonales (de Waegh et al.,
1992 ; Yin et al.,1998) incluant des nerfs distaux ou les axones pourraient dégénerer (Frei et
al.,, 1999 ; Sancho et al. , 1999). De facon similaire, des neuropathies démyélinisantes
héréditaires chez ’homme se manifestent par des atteintes importantes de [’axone, de
prédominance distale entrainant une invalidité significative. Ainsi, les souris surexprimant PO
peuvent provenir de ’utilisation d’autre modele pour I’étude de la pathogénése de la destruction

axonale comme une conséquence d’un dysfonctionnement des cellules de Schwann primaires.
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C. Thérapie des myelinopathies périphériques humaines sur la base de la
transcription

La plupart des myelinopathies périphériques héréditaires sont causées par une altération du
niveau des genes de la myéline, par exemple PMP22 et PO (Saifi et al., 2003; Szigeti et al.,
2006; Wrabetz et al., 2006). Par conséquent, la thérapie basée sur la transcription a effet
relativement subtile changeant 1’expression du niveau pourrait étre une methode fructueuse
pour le traitement de ces maladies communes. Un des points actifs de I’investigation est que les
recepteurs des stéroides comme les recepteurs de la progestérone et des glycocorticoides jouent
un role important dans la régulation de la myelinisation. Les résultats des études recentes
utilisant les antagonistes de la progestérone pour reduire 1’expression de PMP22 sur des
modeles de rat de CMT1A a montré des effets bénéfiques (Sereda et al., 2003). Bien qu’il ait
montré que la progesterone améliore la myélinisation et eléve 1’expression de PMP22 et
d’autres génes de la my¢line (Koenig et al., 1995 ; Melcangi et al., 1999), le site spécifique de
liaison du recepteur de la progesterone n’a pas été¢ défini dans les génes de la myéline. Des
¢tudes recentes indiquent que I’effet de la progesterone peut étre medié par une synthése de
protéine myélinique stimulée par Krox20/ Egr2 et Sox10 dans les cellules de Schwann
(Guennoun et al., 2001 ; Magnaghi et al., 2007), ce qui serait conforme a la regulation négative
des niveaux de MPZ dans le nerf sciatique de rat (Melcangi et al., 2003) aprés administration

d’antagonistes de glycocorticoide/progestérone.

II. PROBLEMATIQUE DE LA THESE

Un des principales études du laboratoire est I’identification de facteurs de maintenance de la
gaine de myéline périphérique, des mutations de certaines étant impliquées dans I’apparition de
neuropathies périphériques. Cette these vise particulierement le gene EGR2, dont les mutations
sont a I’origine d’hypomyélinisation et de demyelinisation a 1’origine de maladies de nerfs
périphériques telles que la maladie de Charcot Marie Tooth. Elle s’est aussi interessé a Sox10
qui active I’expression de Krox20, a la LPC qui est un agent démyélinisant entrainant les
cellules de schwann a 1’état immature ou ils expriment Sox2. Elle a fait aussi cas de C-jun qui

est un regulateur négatif de la myélinisation, a POU6F1 qui est un régulateur positif de la
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myélinisation, a Dicer qui joue un role dans la maturation des micro-ARN. Des atteintes a
chacun de ces facteurs sont a I’origine d’un défaut de my¢linisation. Les cellules de Schwann
se differenciant en cellules my¢linisantes chez I’embryon de rat a 1’dge compris entre E15 et
E17 et commencant a former la gaine de myéline a la naissance, nous avons fait des co-cultures
de cellules de Schwann et de neurones provenant de ganglions d’embryons (E15-E17) de rat.
Du fait que la CMTT1A est caractérisée par une dégradation de la gaine de my¢éline a 1’age adulte,
nous avons émis I’hypothése qu’une maintenance de cette gaine est indispensable apres sa
formation pour prévenir la population de la CMT. C’est dans cette optique que nous avons fait
les co-cultures puis avons cherché a comprendre la physiopathologie de cette maladie. Apres
I’induction de la formation de la gaine de my¢line a I’acide ascorbique, nous avons utilisé des
siRNA pour bloquer la transcription des genes cibles et avons marqué en immunofluorescence
la protéine MBP (Myelin Associated Glycoprotein) puis quantifier I’ARNm de ces génes apres
le traitement avec les siRNA.

Par ailleurs, des injections de siRNA et de LPC dans le nerf sciatique de rat adulte ont
été réalisées. Les injections de siRNA ont ciblé en particulier EGR2, POU6F1, GDAPI et Dicer.
L’effet sur la my¢linisation a été observé en microscopie optique, électronique et au microscope
a fluorecence apres immunomarquage des protéines myélinique notamment PO mais aussi des
macrophages. Les temps entre ’injection et le prélevement ont été de 1 jour, 3 jours, 5 jours et
une semaine. La durée de transfection sur les cultures cellulaires a été de 3 jours, 5 jours et une
semaine. Les nerfs ayant re¢u 1’injection de LPC (10 mg/ml) ont été prélevés 5 jours plus tard
et son incubation dans les cultures cellulaire a duré 15 heures puis un immunomarquage fut
réalisé. Ces techniques d’injection de siRNA dans le nerf sciatique et de transfection dans les
cocultures ont fourni une preuve de concept de I'utilisation de ces siRNA pour I’inactivation de
gene. Pour ce qui concerne le gene EGR2, la perte de PO aprés immunomarquage sur des nerfs
ayant recu une injection aux siRNA anti EGR2 montrent que ce geéne intervient dans la
maintenance myélinique comme 1’avait déja montré Laurence et al., 2006, des expériences en
microscopie électronique viennent renforcer ces résultats. Ceux-ci sont confirmés par
I’immunomarquage de la protéine MBP sur les cocultures apres une transfection aux siRNA
anti EGR2. La quantification des ARNm apres transfection aux siRNA anti EGR2 et anti dicer

ont montré respectivement une reduction de 50-60% et de 60-70% de leur expression.
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Abstract

The synthesis of the myelin sheath by Schwann cells in the peripheral nervous system is under
the control of several transcription factors including Egr2, which was shown to be also
involved in the maintenance of peripheral myelin. We set up a new method to study the
involvement of various genes in peripheral myelin maintenance, using small interfering RNAs
(siRNAs) to silence target genes in vitro and in vivo. We used modified self-delivery siRNAs
to silence candidate genes without using transfection reagents. These siRNAs were first used
on organotypic co-cultures of dorsal root ganglia from embryonic rat and then injected into
the sciatic nerves of adult rats. We showed that control non-targeting siRNAs did not induce
significant demyelination either in co-cultures or in vivo, after direct injection in sciatic
nerves. We then showed that anti-Egr2 siRNAs down-regulated in vitro their target gene
expression by ~60%. In addition, treatment with anti-Egr2 siRNAs resulted in abnormalities
of the myelin sheaths in co-cultures. The injection of anti-Egr2 siRNAs in the sciatic nerves
of adult rats induced a significant and rapid demyelination, as shown by the loss of Myelin
Protein Zero expression in the injected area on immunohistochemistry experiments (optic
microscopy) and by direct evidence of demyelination on epon-embedded transversal sections
of sciatic nerves (optic and electron microscopy). These results confirm previous data
involving Egr2 in active myelin maintenance, which were obtained using conditional
knockout experiments in mice. Injections of anti-Dicer siRNAs similarly induced sciatic
nerve demyelination, establishing that Dicer expression in adult peripheral nerves is necessary
for proper myelin maintenance. Our results constitute a proof of concept for the use of self-
delivery siRNAs to investigate the molecular mechanisms of myelin maintenance in vivo and

also to induce a gene-driven demyelination “on demand” in peripheral nerves.



Introduction

The coexistence of neurons and glial cells is a characteristic feature of all higher vertebrate
nervous system. In peripheral nerves, Schwann cells produce segments of myelin, a
multilamellar lipid-rich membrane that is wrapped around axons. The main function of myelin
is to serve as an insulator to facilitate signal propagation along axons. The Egr2/Krox20
transcription factor is a prime regulator of Schwann cells myelination, nerves from Egr2-
knockout mice being hypomyelinated and populated with Schwann cells that fail to exit the
cell cycle [1]. Mutations in EGR2 are found in patients with congenital hypomyelinating
neuropathy, Charcot-Marie-Tooth disease or Dejerine-Sottas syndrome [2, 3]. During the last
two decades, many molecular effectors of peripheral nerve myelination have been identified
[4]. The permanent expression of Egr2 in myelinating Schwann cells and its down-regulation
after axonal injury that results in the elimination of the myelin sheath, in a process known as
Wallerian degeneration [5], raised the possibility that Egr2 expression might be required for
myelin maintenance. Specific inactivation of Egr2 in adult mouse sciatic nerve by inducible
knockout experiments resulted in severe demyelination, involving rapid Schwann cells
dedifferentiation and increased proliferation, followed by an attempt to remyelinate and a
block at the promyelinating stage. These data established that Egr2 is not only required for the
onset of myelination but that it is also crucial for the maintenance of the myelinating state [6].
Apart from this study using conditional knockout mice, very little knowledge is available on
the maintenance of peripheral myelin [7-9].

We set up a new method to study the involvement of genes in peripheral myelin maintenance
using small interfering RNAs (siRNAs) to silence target genes in vitro and in vivo. For this
purpose, we used “self-delivery” siRNAs (Accell siRNA, Dharmacon) to silence candidate

genes without using transfection reagents. These modified siRNAs were previously shown to



be able to down-regulate target genes in vivo after direct injection in skin [10-12]. Another
siRNA targeting KLF6-SV1 was shown to inhibit ovarian cancer development after intra-
peritoneal injection [13]. In our study, anti-Egr2 and anti-Dicer siRNAs were used on co-
cultures of myelinating Schwann cells and neurons from E17 embryonic rat dorsal root
ganglia (in vitro model) and in sciatic nerves of adult rats (direct injection of siRNAs, in vivo
model). This allowed us to confirm the involvement of EGR2 in peripheral myelin
maintenance in vivo, and to show that the miRNA-processing protein Dicer (which was
recently shown to be involved in peripheral nerve myelination [14-18]) is also involved in

myelin maintenance in adult rat sciatic nerves.

Materials and methods

Animals

For cocultures of dorsal root ganglia (neurons and Schwann cells), we used E15-E17 embryos
from adult pregnant female Sprague-Dawley rats. For in vivo study of myelin maintenance
and injection of siRNAs, we used adult male Sprague-Dawley rats between 10 and 12 weeks
of age. All rats were obtained from DEPRE breeding center, Saint-Doulchard, France.
Animals were housed two animals per cage, in a temperature and humidity controlled room
with 12:12 h light/dark cycle. The animals were fed with standard chow and water ad libitum.
Adequate measures were taken to minimize pain and discomfort. Animals were housed for at
least one week before entering the experiments. All procedures were performed with the
approval of the animal ethics committee of the University of Limoges (authorization number

15-2013-15).



Organotypic DRG culture

Dissection of dorsal root ganglia

The procedure used for dissection is a modification of the method described by Sveningsen et
al. for the preparation of neuron-Schwann cell co-cultures [19]. A pregnant, E15 to E17
female Sprague-Dawley rat was anesthetized by inhalation of isoflurane mixed to O,,
produced by an anesthesia system adapted to rats. The uterus with embryos was extracted
under sterile conditions and placed in 100 mm Petri dish with cold sterile L15 medium. The
embryos were removed and transferred into a new dish containing cold L.15 medium. The rat
was sacrificed by intracardiac injection of ketamine 0.5 ml at 10 mg/ml (PANPHARMA). In
each embryo, the spinal cord was removed under a dissection microscope (Leica MZ 6) and
the DRG were cut one by one using microscissors and transferred to an eppendorf tube

containing 1 ml cold L15 medium.

Dissociation and plating

The dissociation of embryonic DRG was performed as previously described [14]. The cells
were pelleted and resuspended in Neurobasal medium (Gibco) containing 2% of B27 (Gibco),
0.3% of glutamax (Gibco), 100 ng/ml of nerve growth factor (Beckton-Dickinson) and 1% of
penicillin-streptomycin (Invitrogen). This medium was prepared in advance and frozen in
aliquots to feed the cultures. The cells were plated on Matrigel (1:3) coated 12-well plates
(Thermo Fischer Scientific Nunc A/S) at 1-5.10* cells/ ml and incubated at 37°C with 5%
CO; and 90% humidity. Seven days after plating, 50 pg/ml of ascorbic acid (Sigma) was
added to the medium to trigger myelination by the endogenous Schwann cells. Medium was

changed every two days.



Treatment of organotypic cultures with self-delivery siRNAs

We used pools of modified self-delivery Accell siRNAs (Thermo scientific Dharmacon)
diluted at 1uM in culture medium. No ascorbic acid was added to the culture medium during
the siRNA treatment in order to avoid stimulating myelination during the experiment. Each
pool of Accell siRNAs contains 4 different short sequences targeting the same mRNA (Table
1). Non-targeting Accell siRNAs were used as control. The co-cultures were treated at 1 uM
for each pool of siRNAs (following the manufacturer instructions) for three days, five days
and one week. The medium was changed on day 3 (with new siRNAs added) in the case of a

five-day treatment and also on day 5 in the case of a one-week treatment.

Relative quantification of mRNA by RT-qPCR in co-cultures

For real-time PCR, total RNA was extracted using the RNeasy mini kit (Qiagen). Extraction
was carried out according to the protocol recommended by the kit supplier. The concentration
and purity of total RNA were measured using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer
(Labtech). The reverse transcription was performed using Quantitect reverse transcription kit
(Qiagen) according to the supplier protocol. The quantification was carried out in a Rotor-
Gene 6000 apparatus (Corbett Life Science, series software 1.7) in a final volume of 25 ul,
with 12.5 ul of 2x Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix (Qiagen), 1uM of forward
primer and reverse primer, 2 pl of template cDNA (<100 ng/reaction), completed with
RNease-free water. Quantification was performed according to the supplier recommendations.
Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) and Hprt (Hypoxanthine Phosphoribosyl
Transferase) were used as reference genes. The primers used for RT-qPCR are mentioned in

table 2.



Immunostaining of co-cultures

The co-cultures were fixed with 4% paraformaldéhyde in phosphate-buffer saline (PBS) for
15 min at room temperature. They were rinsed with PBS 3x5 min and permeabilized with
0.5% triton x-100 in PBS for 5 min. The saturation was carried out with 3% bovine serum
albumin (BSA) in PBS for 30 min. A mouse monoclonal anti-myelin basic protein (MBP)
antibody (clone SMI-94, Covance) diluted at 1:1000 in 1.5% BSA was added and incubated
overnight at 4°C. Cells were rinsed with PBS 3x5 min and a secondary goat anti-mouse
antibody conjugated to Alexa 488 (Invitrogen) diluted 1:500 was added for 2 hours at room
temperature and rinsed 3x5 min. Cultures were treated with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich,
France) diluted at 1:5000 in PBS for 5 min; finally rinsed 3x5 min with PBS and then

examined under an inverted fluorescence microscope (Leica DM IRB).

In vivo injection of siRNA in the rat sciatic nerve

Rats were deeply anesthetized by inhalation of isoflurane mixed to O,. All surgical techniques
were done under aseptic conditions and performed using a standard dissecting microscope.
After anesthesia, the hind legs were attached; the sciatic nerve was exposed unilaterally after
skin and muscle incision. The injection point was located above the bifurcation of the nerve in
the mono fascicular part of the sciatic nerve. Injections were performed under a dissection
microscope, using a manually-controlled micro-syringe (supplementary figure 1). The needle
was inserted across the perineurium and then the selected volume of siRNA diluted in isotonic
NaCl was slowly injected into the nerve (in the endoneurium). After injection, a mark was
made with a non-resorbable suture fixed at the level of the injection point, on the lateral
muscle. The muscle and skin were closed with staples. The rats were returned to their cages
and regained mobility. At various times after injection, the rats were again anesthetized in

order to remove the sciatic nerve and then sacrificed by intra-cardiac injection of ketamine



(0.5 ml at 10 mg/ml; PANPHARMA). A rather large fragment of the sciatic nerve
(approximately 1 cm-long) was removed in order to have both parts of the nerve above and
below the injection point. For each time and each siRNA pool (non-targeting siRNAs and
anti-Egr2 siRNAs), we obtained three formalin-fixed paraffin-embedded sciatic nerves and

three glutaraldehyde-fixed epon-embedded nerves.

Fixation and inclusion of sciatic nerves

For the immunohistochemical study of the nerve, nerve fragments were fixed in formalin and
included in paraffin. Five micrometer-thick sections were performed using a Leica
microtome. Dewaxing was done through two baths in toluene and two others in absolute
alcohol. The rehydration was performed using a water bath for 10 min.

For semi-thin and ultrastructural analysis of sciatic nerves, samples were fixed in 2.5%
glutaraldéhyde diluted in cacodylate buffer, postfixed in 1% osmic acid, dehydrated in
successive acetone baths and included in epoxy resin. Dehydratation was obtained by
increasing concentrations of acetone diluted in H,O and inclusion was carried out in epoxy
resin. Semi-thin transverse sections were performed using an ultramicrotome, mounted on
glass slides and stained with toluidine blue. An ultrastructural study was performed on ultra-
thin sections (60-100 nm), after staining with acetate uranyl and lead citrate, using an electron

microscope (JEOL 1011).

Immunohistochemistry of sciatic nerves

Unmasking of antigenic sites on rehydrated sections was performed at 98°C for 25 min in
retrieval solution (Dako). The slides were then rinsed with water. 100 pl of peroxydase
blocking solution was placed on the slide for 5 min and then rinsed with water and PBS. 100

ul of goat serum was placed on each slide for 30 min and then 100 pl of primary antibodies.



The slides were incubated overnight at 4°C and then rinsed in PBS. The revelation was made
using 100 ul of biotinylated secondary antibodies (vectastain diluted biotinylated antibody,
VECTOR) for 30 min. The slides were again rinsed with PBS. Vectastain elite ABC kit was
added to each slide for 30 min and then 100 pl of 3, 3’-diaminobenzidine was added. H,O,
was added, the slides were rinsed with water and placed for 15 s in hematoxylin, rinsed again
in water, then in ammonia water and finally in water. Two baths of absolute alcohol and two
others of toluene were realized and the cuts were mounted between slide and coverslip in a

non-aqueous mounting medium.

Statistical analysis

The relative mRNA expression was calculated using the conventional delta-delta Ct method
[20]. Student t-test was used to analyze the results. GraphPad Prism was used to present the
results as graphs with standard error bars. Each value was expressed as mean + s.e.m

(standard error of the mean). Values of p< 0.05 were considered as statistically significant.

Results

Effect of self-delivery siRNAs on Egr2 expression in vitro

In order to determine whether self-delivery siRNAs were able to down-regulate Egr2 mRNA
in co-cultures of DRG neurons and Schwann cells, cultured cells were incubated with Accell
siRNAs diluted at 1 uM in culture medium. Control cultures receiving no siRNAs, non-
targeting siRNAs and cultures receiving anti-Egr2 siRNAs were treated simultaneously.
Quantification of Egr2 expression after treatment with anti-Egr2 siRNAs showed a significant
decrease (63%) of Egr2 expression relative to GAPDH. By contrast, treatment with non-

targeting siRNAs did not induce significant changes in Egr2 mRNA expression (Figure 1).



Using Hprt, another stable reference gene, as an internal control resulted in very similar

results (data not shown).

Effect of siRNAs targeting Egr2 on myelin maintenance in vitro

To detect the effect of anti-Egr2 siRNAs on myelin maintenance in vitro, we performed MBP
immunostaining on co-cultures at various times after siRNA treatment (3 days, 5 days and one
week). Co-cultures treated with anti-Egr2 siRNAs showed moderate signs of demyelination at
day 3, manifesting as an irregular and weaker MBP immunostaining in myelinated fibers (Fig.
2). Treatment of co-cultures during 5 or 7 days with anti-Egr2 siRNAs did not result in more
marked areas of demyelination (data not shown). In particular, anti-Egr2 siRNA did not
induce a diffuse and massive demyelination, as can be observed with some chemical
demyelinating agents such as lysophosphatidylcholine. Treatment with non-targeting siRNAs

(Fig. 2C-D) did not result in any significant demyelination.

Effect of siRNAs targeting Egr2 on myelin maintenance in vivo

Sciatic nerves were injected with anti-Egr2 and non-targeting siRNA using 30ul at 1uM of
each pool. We studied the temporal pattern of demyelination by examining serial longitudinal
sections of sciatic nerves removed at various times (1 day, 3 days, 5 days, one week) after
injection. In the immunohistochemistry experiments, acute demyelination manifested as a loss
of Myelin Protein Zero (Py) staining, associated with invasion by macrophages (CD68-
positives cells). There was no visible loss of Py staining and no invasion by macrophages in
nerves treated by non-targeting siRNAs at any time point. In the sciatic nerve that had
received anti-Egr2 siRNAs, a focal demyelination (corresponding to the injected area) was
observed on samples taken 3 days, 5 days and one week after injection (fig 3). No

demyelination was observed in nerves taken 1 day after injection. Py-negative areas were
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smaller in nerves taken 3 days after injection and larger in the nerves taken at 5 days and one
week (Fig. 3B-D). In addition, anti-CD68 immunostaining showed an absence of CD68
staining at 1 day and presence of an increasing number of macrophages at 3 days, 5 days and
one week (Fig. 3E-G).

On semi-thin (light microscopy) and ultra-thin (electron microscopy) transverse sections,
marked acute demyelination was visible for the samples taken 5 days and one week after
injection of anti-Egr2 siRNA. The semi-thin sections showed demyelination in nerves treated
with siRNAs targeting Egr2 but no or very slight demyelination in nerves treated with non-
targeting siRNAs (Fig 4A-C). Ultrastructural analysis showed a marked acute and focal
demyelination after treatment with anti-Egr2 siRNAs, which was absent from the nerves

treated with control siRNAs (Figure SA-B).

Effect of siRNAs targeting Dicer on gene expression and myelin maintenance
Treatment of co-cultures with anti-Dicer siRNAs was associated with a 72% reduction of
Dicer mRNA relative to control (Figure 6A). Injection of anti-Dicer siRNAs in rat sciatic
nerves resulted in active demyelination, as shown by semi-thin (Fig. 6B) and ultra-thin (Fig.
6C-D) sections, 5 days after treatment. Patterns of demyelination were not significantly
different from those observed with anti-Egr2 siRNAs. These last results demonstrate that

expression of Dicer is necessary for peripheral myelin maintenance in adult rat sciatic nerves.

Discussion

Egr2/Krox20 is a key regulator of the peripheral nervous system myelination. It is activated in
Schwann cells after axonal contact, before myelination [21, 22] and then drives peripheral

nerve myelination. In the peripheral nerve, Egr2 is expressed in myelinating Schwann cells
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but remains expressed at high levels throughout life, which led to the hypothesis that Egr2
could also be involved in peripheral myelin maintenance. In experiments using inducible
knockout of the Egr2 gene in mouse sciatic nerves (Cre-Lox excision of the Egr2 gene using
estrogen receptor-induced Cre expression), Decker et al. showed that focal excision of the
Egr2 gene after injection of hydroxytamoxiphen resulted in active demyelination in the
injected area [6]. This suggested that Egr2 constant expression in the peripheral nervous
system is required for peripheral myelin maintenance. In the absence of Egr2 gene expression,
a specific program of dedifferenciation would be engaged, leading to active myelin
destruction. One possible mechanism for this active demyelination would be the reactivation
of Egr2-silenced genes involved in maintaining the immature stage of Schwann cells [6].

We took advantage of self-delivery siRNAs to perform an in situ silencing of Egr2 mRNA in
rat sciatic nerve without affecting the Egr2 gene itself. This approach combines several
advantages: it avoids the need for a transgenic rodent model, which generation is expensive
and time-consuming; it also allows to deliver siRNAs without any transfection reagent, which
could be toxic for the nerve cells, induce reactive demyelination by itself, and could also be
relatively inefficient for the transfection of primary quiescent cells. The self-delivery siRNAs
have been shown to be efficient for in vitro and in vivo inactivation of target genes. However,
this approach had been used in a limited number of in vivo experiments, having been tested in
skin injections to down-regulate various target genes and in intra-peritoneal injections to treat
an animal model of ovarian cancer [10-13]. This type of approach had never been used to
silence gene expression in peripheral nerves before. By this mean, we were able to confirm
that Egr2 silencing results in active demyelination in the absence of non-specific effect of the
siRNAs (no significant demyelination after treatment with non-targeting siRNAs). Our

results confirm by a completely different technique the findings of Decker et al., suggesting
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that peripheral myelin maintenance is a dynamic phenomenon requiring constant expression
of Egr2 in the peripheral nervous system [6].

These results also constitute a proof of concept for the use of self-delivery siRNAs to silence
various genes in peripheral nerve Schwann cells in vivo, without the need for transgenic
animals. Another mean to down-regulate specific mRNAs in peripheral nerves could have
been to use small hairpin RNA (shRNAs) plasmids delivered by lentiviral particles into the
peripheral nerves. We did not test this approach because it was previously shown that in adult
nerves, lentiviral vectors were not efficient, as very few cells were infected [23]. The siRNA-
induced demyelination we performed could also constitute a clever model of peripheral nerve
demyelination, because chemically-induced PNS demyelination also results in significant
axonal injury because of non-specific toxic effect of the chemical agents (as is the case with
lyso-phosphatidyl-choline).

We finally tested whether the microRNA-processing enzyme Dicer could be involved in
peripheral myelin maintenance. It was previously shown that Dicer inactivation results in
defective peripheral nerve myelination [14-18]. This led us to speculate that the persistent
expression of Dicer mRNA in the peripheral nerves (which is mostly attributable to its
expression by Schwann cells) could also be necessary for adequate peripheral myelin
maintenance. After showing that anti-Dicer siRNAs are able to down-regulate the target
mRNA in cell cultures, we injected the siRNAs in rat sciatic nerves, which resulted here again
in active demyelination. By contrast with Egr2, which is only expressed by Schwann cells in
the peripheral nervous system, we cannot rule out that anti-Dicer siRNAs could also target
Dicer in neurons, which could indirectly contribute to the observed demyelination through
perturbed axon-Schwann cell interactions. Whatever the case, our results show that constant
expression of Dicer in the peripheral nerves is necessary for peripheral myelin maintenance.

This suggests that this process is (at least in part) controlled by specific miRNAs, which could
13



down-regulate genes associated with the immature stage of Schwann cells. This area of
research is currently under investigation in our laboratory.

A question remains regarding the relatively moderate demyelinating effect of anti-Egr2
siRNAs in co-cultures of DRG neurons and Schwann cells. The down-regulation of Egr2 in
co-cultures of neurons and Schwann cells did not result in a complete demyelination but
rather in a partial demyelinating effect, the myelin sheaths appearing as irregular and less
intensely stained by anti-MBP antibodies. This has to be related to the fact that DRG co-
cultures might not be a very good model for peripheral myelin maintenance. Over the time,
new axons continue to develop from cultured neurons and new myelin sheaths are formed,
which may represent a protracted myelination process rather than the maintenance of stable
myelin sheaths. In addition, the level of inhibition of Egr2 in these co-cultures (about two
thirds of basal level) could be insufficient to impair myelin maintenance in the absence of
“adjuvant” demyelinating agents, such as macrophages which contribute to demyelination in
peripheral nerves.

In conclusion, our results confirm the central role of Egr2 constant expression in peripheral
myelin maintenance and demonstrate that Dicer expression is required for myelin
maintenance in adult rat sciatic nerves. Experimental studies are underway to determine
which miRNAs are involved in the regulation of this dynamic phenomenon. Our results also
constitute a proof of concept for the use of self-delivery siRNAs to investigate the molecular
mechanisms of myelin maintenance in vivo and suggest that this simple technique could be a

versatile means to induce a gene-driven demyelination “on demand” in peripheral nerves.
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Figure Legends

Figure 1: Real-Time qPCR quantification of Egr2 expression three days after treatment
with self-delivery siRNAs.

The level of expression of Egr2 (relative to Gapdh) was normalized to the mean expression
level in the absence of siRNAs. Treatment with non targeting siRNAs resulted in no
significant effect on Egr2 expression, whereas anti-Egr2 siRNAs induced a 63% decrease in

Egr2 level.

Figure 2: Effect of siRNAs on myelin sheath in neuron-Schwann cell co-cultures
Cocultures were treated with siRNAs targeting Egr2 or non targeting siRNAs. Myelin sheath
integrity was assessed by using immuno-fluorescence staining of Major Basic Protein (MBP).
After 3 days of treatment, co-cultures treated with anti Egr2 siRNAs showed a weaker and
irregular MBP staining (A, B), when compared to co-cultures treated with non targeting

siRNAs (C, D).

Figure 3. Immunohistochemistry of Myelin Protein Zero (Py) and CD68 in rat sciatic
nerves injected with anti-Egr2 and control non-targeting siRNAs.

A. Py staining of a sciatic nerve injected with control siRNA, showing a homogeneous
staining of myelin sheaths with no areas of demyelination (5 days after injection). B. 3 days
after injection of anti-Egr2 siRNAs, presence of a demyelinated area of limited size (lack of
brown Py staining, arrows). C. Five days after injection of anti-Egr2 siRNAs, presence of a
larger area of demyelination (arrows). D. One day after injection of anti-Egr2 siRNAs,
absence of CD68 staining, indicating an absence of macrophages in the injected nerve. E. 3
days after injection of anti-Egr2 siRNAs (same nerve as in panel B), presence of CD68-

positive macrophages in the demyelinated area. F. 5 days after injection of anti-Egr2 siRNAs
18



(same nerve as in panel C), presence of a higher number of CD68-positive macrophages in the

large area of demyelination.

Figure 4: Semi-thin sections of adult rat sciatic nerves five days after injection of
siRNAs.

Injection of 30 uL of non-targeting siRNAs resulted in either no effect (A, absence of
demyelination) or in a slight localized demyelination (B, arrows). Injection of 30 uL of anti-

Egr2 siRNAs results in a marked area of demyelination (C, arrows).

Figure 5: Ultrastructural study of nerves injected with anti-Egr2 siRNAs.

A. After five days of treatment with anti-Egr2 siRNAs, presence of various types of
demyelinating features within the lesion: myelinated fiber with a near-normal appearance
(white arrowhead), actively demyelinating fiber (white arrow) and macrophages,loaded with
myelin debris (black arrows); B: five days after injection of anti-Egr2 siRNAs, several large
axons appear as demyelinated (absence of myelin sheaths, black arrows), whereas a few other
still remain myelinated (white arrows); C (detail of panel B): presence of a macrophage

loaded with myelin debris immediately adjacent to a demyelinated axon.

Figure 6: Effect of siRNAs targeting Dicer on gene expression and myelin maintenance.
A. Treatment of DRG neuron-Schwann cell co-cultures with anti-Dicer siRNAs results in a
72% decrease of Dicer mRNA. B. On the semi-thin transverse section of a sciatic nerve 5
days after injection of anti-Dicer siRNAs, presence of a large area of demyelination.

C-D: Ultra-thin sections after injection of anti-Dicer siRNAs. Five days after injection of anti-
Dicer siRNAs, presence of many large demyelinated (nude) axons (black arrows), together

with macrophages loaded with myelin debris (white arrows).
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Supplementary figure 1. Injection of siRNAs in the endoneurium of an adult rat sciatic

nerve using a micro-syringe.
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Tables

Table 1. Oligonucleotide primers used for RT-qPCR

Gapdh
Forward primer
Reverse primer
Hprt

Forward primer
Reverse primer
Egr2

Forward primer
Reverse primer
Dicer

Forward primer

Reverse primer

TGCACCACCAACTGCTTAG
GGATGCAGGGATGATGTT

CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

CAGTACCCTGGTGCCAGCTG
TGTGGATCTCTCTGGCACGG

GAGTCTCTTGCTGGTGCCAT
CGCCTGTGAGTCTGGAAGC

Table2. Self-delivery siRNA nucleotide sequences

Dicer
Sequence 1
Sequence 2
Sequence 3
Sequence 4

Egr2
Sequence 1

Sequence 2
Sequence 3
Sequence 4

5'CCCCUAUCGUGAAAUUAUG 3'(13546.4 g/mol)
5'CCAGGAUCCACAAAACGAA 3'(13514.0 g/mol)
5S'UGAUCAGCCUCAUCGAUUU 3' (13572.2 g/mol)
5'GUCUGAAGCUCGUAUAGGC 3' (13566.6 g/mol)

5'CCAGAAGGCAUCAUCAAUA 3'(13510.8 g/mol)
5S'CUGACUUGUUUGGUUAUUA 3' (13546.3 g/mol)
5' GGUUUAAGUAUGGCUGUAU 3' (13535.2 g/mol)
5' CCAGUAACUCUCAGUGGUU 3' (13561.4 g/mol)
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Nos résultats confirment le role central de I’expression constante d’EGR2 dans la maintenance
de la myéline périphérique et démontrent que 1’expression de Dicer est nécessaire pour la
maintenance de la myéline dans les nerfs sciatiques de rat adulte. Des études expérimentales
sont en cours pour déterminer si les miARN sont impliqués dans la régulation de ce phénomene
dynamique. Nos résultats constituent ¢galement une preuve de concept pour 1’utilisation des
siARN pour étudier les mécanismes moléculaires de la maintenance de la myéline in vivo et
suggerent que cette technique simple pourrait €tre un moyen polyvalent pour induire une
démyélinisation « a la demande » dans les nerfs périphériques. Il serait interessant d’envisager
des études sur les thérapies potentielles permettant de moduler I’expression d’EGR2 dans les

neuropathies périphériques.
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Fiches techniques

Fiche technique N°1: Protocole d’extraction d’ARNm de culture cellulaire

Milieux et réactifs :

Qiazol lysis reagent (QIAGEN)
Chloroforme

Ethanol

RNeasy Mini column (QIAGEN)
Buffer RWT (QIAGEN)

Buffer RPE (QIAGEN)
RNase-free water (QIAGEN)

Technique

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Ajouter 700 pl de réactif Qiazol de lyse a la plaque de culture, décoller les cellules avec
un grattoir en caoutchouc. Pipeter le lysat de cellules dans un tube eppendorf. Vortexer
pour mélanger jusqu’a disparition des agrégats cellulaires.

Placer sur la paillasse le tube contenant I’homogénat a température ambiante (15-25°C)
pendant 5 minutes.

Ajouter 140 ul de chloroforme dans le tube, pendant 15 secondes et placer une nouvelle
fois le tube a température ambiante pendant 2 a 3 minutes.

Centrifuger pendant 15 minutes a 12000g a 4°C. Apres la centrifugation, 1’échantillon
est séparé en trois phases : la phase aqueuse incolore a la limite supérieure contenant les
ARN, une phase blanche intermediaire et en dessous la phase organique qui est rouge.
Le volume de la phase aqueuse est approximativement égal a 350 pl.

Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube collecteur (fourni dans le kit). Ajouter
1,5 volume d’éthanol 100% et mélanger soigneusement en pipetant au dessus et en
dessous plusieurs fois.

Pipeter 700 ul de 1’échantillon dans un tube collecteur de 2 ml de RNeasy Mini spin.
Centrifuger a 10 000 rpm pendant 15 secondes a température ambiante (15-25°C) puis
jeter le réceptacle.

Ajouter 700 ul de tampon RWT a la colonne RNeasy Mini spin puis centrifuger pendant
15 secondes a 10 000 rpm puis jeter le receptacle.

Pipeter 500 pl de tampon RPE sur la colonne RNeasy Mini spin et centrifuger a 10 000
rpm pendant 15secondes. Jeter le réceptacle.
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9) Ajouter de nouveau 500 pl de tampon RPE a la colonne. Centrifuger pendant 2 minutes
a 10 000 rpm.

10) Placer la colonne de RNeasy Mini spin dans un nouveau tube collecteur de 2 ml et
centrifuger a 12000 rpm pendant 1 minute.

11) Transférer enfin la colonne dans un nouveau tube collecteur. Deposer 30 ul de RNeasy

free water sur la membrane de la colonne puis centrifuger pendant 1 minute pour éluer
I’ARN.

Fiche technique n°2 : Protocole d’extraction d’ARNm de nerf sciatique de rat

Kit et Réactif

RNeasy Plus Universal kit (Reference 73404)
Qiazol lysis reagent

Protocole

Préparer un tube eppendorf 2 ml avec 3 billes ainsi que 2 tubes eppendorf 1.5 ml et une colonne
pour un échantillon.

Decouper au scalpel le nerf de rat conservé danss du RNA later. Ajouter 900 pl de Qiazol.
Broyer 2x2 minutes, si necessaire broyer une ou deux fois de plus.

Recuperer le broyat dans dans une seringue de 1 ml et le transvaser dans un tube de 1.5ml
Recuperer les billes dans un tubes pour nettoyage

Ajouter 100ul de gDNA Eliminator solution. Bien boucher puis agiter vigoureusement pendant
15 secondes

Ajouter 180ul de chloroforme. Agiter vigoureusement. Laisser reposer 2-3 minutes.
Centrifuger a 12000 tours/minute pendant 15 minutes a 4°C

Transferer le surnageant en évaluant le volume (pipette de 100ul) dans un tube de 1.5ml.
Ajouter 1 volume d’éthanol 70%, mélanger a la pipette. Ne pas centrifuger.

Transferer sur une colonne 700ul. Centrifuger 15 secondes a 10 000 tours/minute.

Jeter I’¢luat. Idem pour le restant.

Ajouter 700ul de RWT. Centrifuger 15 secondes a 10 000 tours/minute

Ajouter 500ul de RPE. Centrifuger 15 secondes a 10 000 tours/minute

Ajouter 500ul de RPE. Centrifuger 2 minutes a 10 000 tours/minutes
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Changer de tube collecteur. Centrifuger 1 minute a 13 000 tours/minute.
Placer sur un tube eppendorf de 1.5 ml. Eluer avec 30ul de RNAse free water.
Laisser en contact 1 minute puis centrifuger pendant 1 minute a 13 000 tours/minute.

Congéler a -80°C

Fiche technique N°3 : Protocole de RT-PCR

Réactifs et milieux:

ADN matrice

Reverse transcriptase quantiscript (QIAGEN)
Tampon RT quantiscript (QIAGEN)

Mix Primers RT ((QIAGEN)

RNase free water (QIAGEN)

gDNA Wipeout Buffer, 7x (QIAGEN)
FastLane lysate (QIAGEN)

Technique

Protocole de RT-PCR
1) Décongeler ’ADN matrice, le tampon d’inhibition gDNA, la reverse transcriptase

quantiscript, le tampon RT quantiscript, le mix de primer RT et la RNase free water a
la température ambiante (15-25°C).

Meélanger chaque solution en tournant les tubes, centrifuger un peu pour récupérer le liquide
résiduel des cotés puis conserver sur de la glace.
2) Préparer la réaction d’¢limination de I’ADN génomique sur de la glace selon le tableau

1.

Tableaul : Composition du milieu d’élimination de ’ADN génomique

Composant Volume/réaction concentration
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ul 1x
FastLane lysate 1-4ul

RNase-free water variable

Volume total 14 pl -
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3. Incuber pendant 2 minutes a 42°C puis placer immédiatement sur de la glace.
Préparer le mix principal de la reverse transcription selon le tableau 2.

Tableau 2. Composants de la réaction de reverse transcription

Composants Volume/réaction Concentration finale
Reverse transcription master mix

Quantiscript Reverse Transcriptase 1ul

Quantiscript RT Buffer, 5x 4ul 1x

RT Primer mix Iul

Template RNA

FastLane Lysate 14ul

Total volume 20ul -

Incuber au thermocycleur pendant 15 minutes a 42°C puis pendant 3 minutes a 95°C pour

inactiver la reverse transcriptase.

Fiche technique n°4 Protocole de quantification d’ARNm a partir des cDNA

La quantifiation est réalisée au rotor gene conformement au manuel d’utilisation a 3 cycles, une
denaturation a 95°C, une hybridation a 62°C et une extension a 72°C. La PCR est d’abord
incubé a 95°C pendant 5 minutes pour activer I’ADN polymerase. Le mix réactionnel est réalis¢
selon le tableau suivant :

Composants Volume réactionnel Concentration finale
2xRotor gene SYBR Green | 12.5ul 1x

PCR Master Mix

Forward+ reverse primers 1ul 1uM

cDNA 2ul <100 ng/reaction
RNAse free water 9.5ul

Volume totale de la réaction | 25ul
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Fiche technique N°5 Protocole d’immunomarquage de la protéine MBP (Myelin Basic

Protein)

Milieux et réactifs:

Paraformaldéhyde

PBS (Phosphate-Buffer-Saline) 1x

Triton x-100

BSA (Bovine Serum Albumine)

Anticorps anti MBP SM194 (Monoclonal mouse antibody)
Anticorps secondaire (Goat anti mouse alexa-F 488)
Hoechst (bisbenzimide)

Technique

1.

8.

9.

Fixer la culture des cellules de DRG dans du paraformaldéhyde 4% dissout dans du PBS
Ix

Rincer 4x5 minutes au PBS

Perméabiliser avec du PBS a 0,5% triton x-100 pendant 5 minutes a température
ambiante

Faire la saturation avec du PBS 1x a 3% BSA pendant 30 minutes a température
ambiante

Mettre ’anticorps primaire MBP SMI 94 (monoclonal mouse antibody) dilué a 1/1000
dans de la BSA 1,5% et incuber pendant une nuit a 4°C a 1’abri de la lumicre.

Rincer au PBS 4x5 minutes sous agitation a température ambiante

Mettre 1’anticorps secondaire (goat anti mouse Alexa-F 488) dilué a 1/1000 dans du
PBS a 3% de BSA puis incuber pendant 2 heures a température ambiante a I’abri de la
lumiere

Rincer 4x5 minutes au PBS

Mettre le hoechst dilué au 1/5000 dans du PBS1x et incuber pendant 5 minutes

10. Rincer au PBS une derniére fois 4x5 minutes
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Fiche technique N°6 : Protocole de dissection des ganglions rachidiens postérieurs
d’embryons de rat

Matériels, milieux et réactifs:

Rate gestante de 15-17 jours

Deux boites de pétri de 100 mm de diametre

L15 medium (GIBCO)

Du matériel de microchirurgie (pinces, ciseaux, bistouris, etc...... )
Un tube eppendorf

Technique

Dater la gestattion de la rate a partir du frottis des spermatozoides du rat. Un frottis positif sera
daté EO pour la gestation. A E17 :
- Anesthésier la rate grace a un melange d’isoflurane, d’air et d’oxygene
- Enlever ’'utérus contenant les embryons et le placer dans une boite de pétri de 100 mm
de diametre contenant 5 ml de L15 frais
- Prelever les embryons et les mettre dans une nouvelle boite de pétri de 100 mm de
diametre contenant 5 ml de L15
- Décapiter les embryons et les déposer en décubitus dorsal, les pattes sous 1’abdomen,
ce qui I’arrondit et favorise 1I’exposition de la moelle
- Fixer I’embryon avec deux épingles, une caudale et une céphalique
- Faire une incision cutanée aux ciseaux, recliner la peau latéralement
- Inciser puis extraire la moelle
- Extraire les ganglions rachidiens de leur logette au biver ophtalmique, les saisir a la
pince puis les mettre dans un tube eppendorf de 1,5 ml contenant du L15 frais
Remarque : La durée du prélevement ne doit pas exceder 2 heures
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Fiche technique n°7 Protocole de coating des plaques au matrigel

Matrigel Basement Membrane Matrix (B. Dickinson, catalogue number 354234)
Des plaques 12 puits
Technique

- Diluer le matrigel 1 :3 dans du L15

- Déposer 120 ul par puits de plaques 12 puits

- Etaler avec une raclette

Remarque : Pendant le coating, le matrigel doit étre gardé sur de la glace pour éviter sa
solidification. Apres le coating, garder les plaques a 1’é¢tuve a 37°C puis commencer le
prélevement des DRG.

Fiche technique N°8 Digestion des DRG

Matériels, milieux et réactifs:

Du L15 medium (GIBCO, Reference: 11415-049)
De la trypsine 10x

Du serum de veau feetal

Technique

- Mettre les DRG dans un tube eppendorf contenant du L15 a 0.25% de trypsine, puis a
agiter au four a hybrider a 37°C pendant 15 minutes.

- Assurer mécaniquement la dissociation des cellules avec une pipette pasteur jusqu’a ce
que les grands fragments disparaissent. Laver les cellules avec du L15 a 10% de sérum
de veau feetal pour stopper 1’activité de la trypsine puis centrifuger a 800 rpm

- Laver 2 fois la suspension cellulaire avec du L15 frais pour éliminer les grands résidus
et les débris

- Recuperer les cellules dans 1ml de milieu de culture puis compter a la lame de Malassez.

Fiche technique N°9 Ensemencement et nutrition des cellules

Matériels, milieux et réactifs:
Les cellules de DRG d’embryons E17

Du milieu de culture composé de :
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Neurobasal medium (GIBCO, Reference 21103-049)
2% de B27 supplement 50x (GIBCO, Reference 17504-044)
0, 3% de Glutamax 100x (GIBCO, Reference A12860)
100 ng/ml NGF 2,5S (B.Dickinson, Reference 356004 )
1% de peni-streptomycine (Reference 15140-122)
Technique
- Apres la digestion, resuspendre le culot cellulaire dans du milieu de culture
- Prelever 30ul et compter a la lame de Malassez
- Ensemencer a 1-5.10* cellules/ml
- Garder les cellules dans le méme milieu de culture pendant 5 jours
- Changer le milieu au 7°™ jour avec du milieu contenant 50 pg/ml d’acide ascorbique

- Ce milieu est ensuite changé tous les trois jours

Fiche technique n° 10: Technique de fixation de nerf sciatique de rat pour une
observation au microscope électronique

Fixateur : 9 mL de tampon Soerensen + 1 mL de glutaraldéhyde sigma a 25%

Plonger les nerfs (fragments de 1 a 2 mm3) dans le fixateur puis laisser fixer pendant
12 heures a 4°C

- Rincer les nerfs avec du tampon Soerensen
- Garder les échantillons au réfrigérateur

- Plonger les échantillons dans un mélange volume a volume d’acide osmique a 2% et
de tampon palade pendant 24 heures a 4°C

- Rincer au tampon palade

Fiche technique n°11 : Technique d’inclusion en araldite de nerf sciatique de rat

Préparation de la résine:

Epon 812 : 25 ml

D.D.S.A:55mL

Araldite : 15 mL

Dibutyl Phthalate: 3 mL.

Cette résine se conserve a -20°C dans des seringues de 20 mL
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Déshydratation

Apres la fixation, faire une déshydratation des échantillons dans de I’acétone (dilué dans de
I’eau) a différentes concentrations :

Acétone a 25% pendant 10 minutes
Acétone a 50% pendant 10 minutes
Acétone a 50% pendant 10 minutes
Acétone a 70% pendant 10 minutes
Acétone a 90% pendant 10 minutes
Acétone a 90% pendant 10 minutes
Acétone pure pendant 15 minutes
Acétone pure pendant 20 minutes
Acétone pure pendant 20 minutes

Substitution

Faire une substitution dans un mélange d’acétone et de résine a différentes concentrations :
Acétone + 25% de résine pendant une heure

Acétone + 50% de résine pendant 5 heures

Acétone + 50% de résine pendant 5 heures

Acétone + 75% de résine pendant 2 heures

Imprégnation

Apres la substitution, plonger les échantillons dans de la résine pure pendant 3 heures a 20°C
puis pendant 3 heures a température ambiante dans de la résine a 3% de DMP30

Inclusion

Etiqueter les prélevements, mettre une goutte de résine au fond de chaque gélule (+ 3% de
DMP30) et y déposer le prélevement puis recouvrir de résine (+3% de DMP30) ; bien orienter
le prélevement.

Polymérisation

Laisser la résine polymériser pendant 48 heures a 60°C

Fiche technique n°12 : Injection de siARN dans les nerfs de rat

- Anesthésier le rat par inhalation d’isoflurane melangé a de 1’air liquide et de I’oxygene

- Fixer les pattes, raser et inciser la peau.

- Inciser ensuite le muscle (le nerf est ainsi rendu visible)

- Mettre un écarteur pour faciliter I’accés au nerf.

- Injecter sous loupe binoculaire grace a une micro-seringue graduée de 10 ul a 100 ul
(Ie point d’injection est situé au-dessus de la bifurcation du nerf dans la partie mono-
fasciculaire).
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Faire un repere avec un fil de suture non résorbable fixé a la hauteur du point d’injection
sur le muscle latéral.

Refermer le muscle et la peau avec des agrafes.

Remettre le rat dans sa cage (il retrouve aussitdt sa mobilité)

Anesthésier de nouveau la rate 5 jours apres 1’injection et prelever les nerfs sciatiques
(de maniere a avoir une partie du nerf avant et apres la marque faite avec le fil de suture)
L’animal est enfin sacrifié par une injection de ketamine intra-cardiaque.
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