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AVANT-PROPOS 

 

La gaine de myéline est essentielle pour le bon fonctionnement du système nerveux et surtout 

pour la propagation rapide, par u à odeà saltatoi e,à deà l i flu à e eu .à Cetteà gai eà està

apparue avec les vertébrés à mâchoires articulées (Zalc et al., 2008). Elle constitue une 

adaptation évolutive majeure du règne animal ayant permis un accroissement de la taille des 

individus et la mise en place du comportement de prédation.  

La gaine de myéline est synthétisée par des cellules gliales hautement spécialisées : les 

oligodendrocytes dans le système nerveux central (SNC) et les cellules de Schwann dans le 

système nerveux périphérique. La formation de la gaine de myéline est un processus très 

complexe et finement régulé. Il démarre par une prolifération des cellules progénitrices, puis 

se poursuit par différentes étapes de différentiation aboutissant aux cellules myélinisantes. 

Lesà e a esàplas i uesàdeà esà ellulesàs e oule tàautou àdesàa o es.àDeàpa àso ào igi eà

membranaire, cette gaine est très riche en lipide, dont le cholestérol, et en protéines 

st u tu alesàsp ifi ues.àL e pression de ces dernières est étroitement régulée. La moindre 

variation dans leur expression provoque des pathologies neurologiques invalidantes. En effet, 

dans le SNP, une altération dans les gènes codant pour P0 ou PMP22 (les deux protéines 

majeurs de la myéline du SNP) entraine des neuropathies sensitivomotrices comme la maladie 

de Charcot-Matie-Tooth (CMT). La forme la plus fréquente, la CMT1A est causée par la 

surexpression de la PMP22. Cela affecte la gaine de myéline provoquant un ralentissement de 

la conduction nerveuse et par la suite, un affaiblissement des nerfs et des muscles des 

e t it sàdesà e esào asio a tàdesàpe tesàdeàfo tio sàetàu àha di apàd agg a atio à
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p og essif.à Malg à plusieu sà essaisà li i ues,à ilà e isteà a tuelle e tà au u à t aitement 

permettant de guérir cette pathologie.  

L o je tifàdeà ot eà uipeàestàdo àd ide tifie àdeà ou ellesà oiesàdeàsig alisatio àgou e a tà

laà gulatio àdeàl e p essio àdesàp ot i esàdeàlaà li eàP àetàPMP àda sàleà“NPàai sià ueà

MBP et PLP dans le SNC. 

La gaine de myéline est richement pourvue en cholestérol. Les dérivés oxydés de ce composé, 

lesà o st ols,à so tà d i po ta tesà ol ulesà deà sig alisatio à ota e tà i pli u esà da sà

plusieu sà aladiesà eu od g ati esà duà “NC,à o eà laà aladieà d álzhei er 

(Papassotiropoulos et al., 2002) ou la sclérose en plaque (Leoni et al., 2002). Le dosage, par 

spectrométrie de masse, a révélé une grande quantité de ces composés oxydés dans les CS et 

les oligodendrocytes. Nous avons eu pour but de déterminer si ces oxystérols participaient 

aux processus de myélinisation du SNP et du SNC. 

Afin de comprendre le rôle des oxystérols dans les processus de myélinisation du SNP et du 

SNC, nous nous sommes posés plusieurs questions : 

-Quels sont les effets des oxystérols sur la régulation des gènes de la myéline périphérique et 

centrale ? 

-Quelsàso tàleu sà a is esàd a tio sàda sàlesàC“àetàlesàoligode d o tes ? 

-Sont-ilsà apa lesàd i dui eàlaà e li isatio àdesàa o esàdesà ellulesàdeàPu ki je après lésion 

par la lysolécythine ? 
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Au cours de ma thèse, notre équipe a démontré le rôle central joué par la voie Wnt/-caténine 

da sàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàduà“NCàetàduà“NP. 

Nous sommes alors interrogés : 

-Existe-t-il un dialogue entre la voie des oxystérols et la voie Wnt ? 

-Ce dialogue est-il différent entre le SNP et le SNC ? 

 

Nousàa o sàd o t à ueàleà a is eàd a tio àdesào st olsàda sàleà“NPàestài ha ituel.à

En effet, classiquement lorsque les LXRs sont activés par les oxystérols, ils relarguent leurs 

o p esseu s,à e ute tà desà oa ti ateu sà afi à deà pe ett eà l e p ession de leurs gènes 

i les.àO ,àda sàleà“NP,àlesàLX‘sàli sàpa àlesào st olsà p i e tàl e p essio àdesàg esàdeàlaà

li eà P à età PMP .à ‘IP à està u à o gulateu à apa leà deà p i e à ouà d a ti e à laà

transcription des gènes cibles quand le ligand se lie à son récepteur. 

Nous nous sommes donc demandés : 

-Est- eà ueà‘IP àjoueàu à ôleàda sàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàp iph i ue ? 

-Est- eà ueà‘IP àestà espo sa leàduà a is eàd a tio ài ditàduà o ple eàLX‘/o st olsà

dans le SNP ? 

 

Les oxystérols peuvent être classés en deux sous-groupe : ceux oxydés sur la chaines carbonée 

latérale du cholestérol (par exemple le 25-hydroxycholestérol) et ceux oxydés sur les cycles A 

ou B (par exemple le 7-k to hlest olà KC .àLeà KCàestàl o st olà ajo itairement présent 
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da sàleà“NPàetàlaàC“.àIlàestà o uàpou à odule àl a tio àduà epteu àau àdio i es : le AhR. Ce 

récepteur a été très largement étudié dans un cadre toxicologique. Cependant ses rôles et ses 

ligands endogènes restent à ce jour encore assez méconnus. Chez les invertébrés, pourtant, il 

aà t à o t à o eà ta tàu à l e tài po ta tàdeàl a o isatio àde d iti ue des neurones 

du SNP. 

Nous nous sommes donc posé plusieurs questions : 

- Est-ce- ueàl áh‘àpa ti ipeàauàp o essusàdeà li isatio àduà“NP ?  

-Quelàestàso à a is eàd a tio  ? 

-Y-a-t-il un dialogue entre le AhR et la voie Wnt/-caténine ? 

-Quelàestàl effetàdeàlaàTCDDà dio i eàlaàplusàaffi eàpou àleàáh‘ àsu àl e p essio àdesàg esàdeà

la myéline périphérique ? 
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I. Le s st e e veu  
 

Le système nerveux est composé de deux parties : 

 le système nerveux central (SNC) qui comprend le cerveau, le tronc cérébral, le 

cervelet et la moelle épinière 

 le système nerveux périphérique (SNP) qui comprend les nerfs et les ganglions 

périphériques. 

Les nerfs périfériques sont constitués par un regroupement de fibres nerveuses (axones), 

myélinisées ou amyéliniques, en fascicules (ou faisceaux). Chaque fascicule nerveux est 

entouré par le périnèvre qui est formé par une dizaine de couches de cellules périneurales 

aplaties et solidarisées par des jon tio sà i te ellulai es.à áà l i térieur de chaque fascicule, 

e t eàlesàfi esà e euses,àseàt ou eàl e do e,àu àtissuà o jo tifà la he.àL e se leàdesà

fas ilesàestà ai te uàpa àl pi e,àu àtissu conjonctif dense (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : St u tu e d’u  e f e  oupe t a sve sale d’ap s http://passeport.univ-lille1.fr). 

 

Le système nerveux est constitué de deux types cellulaires : les neurones et les cellules 

gliales (il est à noter que les cellules formant le tissus conjonctifs sont également présentent 

dans le SNP). 

1. Les neurones 

 

Les neurones (cellules nerveuses) sont spécialisés dans la création et la propagation du 

pote tielà d a tio ,à i pulsio à le t i ueà uià sulteà deà l ou e tu eà età deà laà fe etu eà deà

http://passeport.univ-lille1.fr/site/biologie/scbio/Neurone/Neurone_web.publi/web/res/01OrgFig04.jpg
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certains canaux ioniques (sodium (NA+) et potassium (K+)) voltages dépendants. Ces cellules 

peuvent synthétiser des neurotransmetteurs et des hormones. 

Les neurones sont constitués de quatre régions ayant chacune des rôles bien spécifiques: 

 un corps cellulaire ou péricaryon qui contient le noyau et qui est le site préférentiel 

de synthèse des protéines et des membranes neuronales 

  les dendrites qui sont les prolongements du péricaryon convertissant les signaux 

chimiques provenant de terminaisons axonales d aut esà eu ones en impulsions 

électriques 

 u eà lo gueà e te sio à toplas i ue,à l a o e, qui est le prolongement efférent 

spécialisé dans la condu tio àdesàpote tielsàd a tio  

 laà te i aiso à a o aleà uià està u eà petiteà a ifi atio à deà l a o eà fo e une 

synapse a e àd aut esà ellules. 

 

 

Figure 2 : St u tu e d’u  eu o e. En (A) est représenté un neurone multipolaire, en (B), un neurone 

bipolaire. d’ap s http://theses.ulaval.ca) 

 

Cette structure générale peut présenter des variations d u à eu o eà à l aut e.àOn 

disti gueàai siàd i po ta tesà a ia ilit sàdeàfo esà toil e, fusiforme, conique, polyédrique, 

sphérique, pyramidale) et de tailles (petit, moyen, grand ou géant) du corps cellulaire. Les 

prolongements sont de nombres et de tailles variables. Ainsi, les neurones du SNC ont des 

dendrites extrêmement longues avec des ramifications complexes pour leur permettre de 
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former des synapses avec u àg a dà o eàd aut esà eu o esàetàd e à e e oi àlesàsig au .à

Certains axones peuvent, par exemple, faire leurs synapses directement sur le corps cellulaire 

ou même sur l'axone d'un autre neurone. 

Leàdialogueàe t eàlesà eu o esàseàfaitàpa àl i termédiaire des synapses. Il en existe 2 

sortes. Les synapses électriques et les synapses chimiques. Dans le premier type, les neurones 

adjacents sont reliés par des jonctions communicantes (GAP jonctions) permettant la 

p opagatio à di e teà duà pote tielà d a tion. Ces synapses sont surtout présentent chez les 

i e t s.àChezàlesà e t s,àlaà ajo it àdesàs apsesàso tàdeàt peà hi i ue.àL i formation 

sera transmise par des neurotransmetteurs qui so tàs t sàpa àl e t it àa o aleà a o eà

présynaptique) dans la fente synaptique et qui interagissent avec leurs récepteurs spécifiques, 

situés sur la membrane postsynaptique. La fixation du neurotransmetteur sur son récepteur 

i duitàu eàd pola isatio àdeàlaà e a eàduà eu o eàposts apti ueà uià aàs te d eàleàlong 

de la dendrite vers le péricaryon puis de ce dernier e sàl a o eàetà i dui eàauà i eauàd u eà

autre synapse la sécrétion de neurotransmetteurs. En fonction de la nature du 

neurotransmetteur (excitateur ou inhibiteur), il y aura une  dépolarisation ou une 

hyperpolarisation membranaire. 

O à disti gueà diff e tsà t pesà deà eu o esà selo à ueà l o à hoisisseà leà it e 

fonctionnel ou morphologique. 

D'un point de vue fonctionnel : 

 les neurones sensoriels reçoivent les messages des récepteurs sensoriels et les 

transmettent au SNC 

 les neurones moteurs conduisent la commande motrice du cortex à la moelle épinière 

ou de la moelle aux muscles 

 des interneurones connectent entre eux différents neurones. 

Selon le critère morphologique, basé sur le nombre de prolongements qui partent du corps 

cellulaire, on distingue : 

 les neurones pseudo-unipolaires qui ont un court prolongement qui se subdivise 

rapidement en deux, l'un faisant office de dendrite, l'autre d'axone 

 les neurones multipolaires qui ont de courtes dendrites émanant du corps cellulaire et 

un long axone 
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 les neurones bipolaires qui ont deux prolongements principaux de longueur similaire. 

2. Les cellules gliales 

 

Les cellules gliales sont bien plus que des cellules de soutien (rôle qui leur a longtemps 

été dévolu) car elles participent au développement et au fontionnement physiologique du 

système nerveux. Les cellules gliales sont très fortement majoritaires au sein du système 

nerveux (90%) et peuvent être classées en deux sous-parties : la microglie et la macroglie. Les 

cellules microgliales sont spécifiques du SNC, elles représentent 5 à 25% des cellules du 

cerveau. Elles participent à la défense immunitaire du cerveau,àd u eàpa t en éliminant par 

phagocytose les débris cellulaires,àd aut eàpa t en permettant la présentation de l'antigène et 

la sécrétion de différents facteurs trophiques ou toxiques comme les cytokines, les facteurs 

de croissance ou les radicaux libres. Leur rôle va bien au-delà de celui de sentinelles 

immunitaires du SNC, elles participent à la neuroprotection et influencent également la 

régénération et la neurogénèse. Les cellules macrogliales, quant à elles, sont présentes à la 

fois dans le SNC (astrocytes, oligodendrocytes et épendymocytes) et le SNP (cellules de 

Schwann et cellules satellites). 

 

2.1. Les cellules gliales du SNC 

Les épendymocytes forment un pseudo-épithélium simple délimitant les différentes cavités 

du SNC. Ces cellules sont aussi responsables de la synthèse et de la circulation du liquide 

céphalo-rachidien (LCR). 

Les astrocytes sont de loin les cellules les plus nombreuses. De forme étoilée, ils assurent un 

support mécanique et trophique aux neurones. Ils jouent un rôle nourricier, assurent 

l'homéostasie du milieu extracellulaire, contrôlent le pH et la concentration en 

neurotransmetteurs. 

On distingue les astrocytes de type I en contact avec les capillaires sanguins et les 

astrocytes de type II qui sont étroitement associés aux synapses empêchant ainsi toute fuite 

deà eu ot a s etteu .àPa àailleu s,àilsàpa ti ipe tà àl li i atio àdeàd hets de toutes sortes 

en les reversant dans les capillaires sanguins. 
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Figure 3 : Partenaires gliaux du SNC. Les oligodendrocytes myélinisent les axones. Ils sont en contact étroit avec 

les ast o tes pa  l’i te diai e de jo tio s gap. Ces de ie s ta lissent le contact avec la barrière hémato-

encéphalique (Nave, 2010). 

 

Les oligodendrocytes synthétisent la gaine de myéline entourant les axones de nombreux 

eu o es.à Laà gai eà deà li eà està fo eà pa à l e oule e tà e à spi aleà desà e te sio sà

plas ati uesàdesà ellulesàglialesàautou àd u àa o e,àsui iàdeàl e t usio àduà toplas eàetàdeà

la compaction des différentes couches membranaires. Cette structure est une évolution 

majeure car elle permet d aug e te àlaà itesseàdeà o du tio àdeàl i flu à e eu àsa sàpou à

autant augmenter le diamètre axonal comme chez les céphalopodes. La gaine de myéline 

e ou eà età isoleà desà seg e tsà d a o esà o e t a tà ai sià les canaux sodiques voltage 

d pe da tàda sàdesà gio sàdis o ti ue tàdeàl a o e :àlesà œudsàdeà‘a ie .àCe iàpe etàu eà

propagation dite « saltatoire »àduàpote tielàd a tio àd u à œudàdeà‘a ie à àl aut e.àD u àpoi tà

de vue fonctionnel, cette propagation équivaut à augmenter le dia t eàa o alàd u àfa teu à

100. Sans cette évolution, notre colonne vertébrale aurait donc fait 1 mètre de diamètre 

(Oguievetskaia et al., 2005). La gaine de myéline est riche en lipides, particulièrement en 

glycosphingolipides et en cholestérol. Ce dernier est essentiel à la myélinisation. En effet, les 

souris dont les oligodendrocytes ne synthétisent pas de cholestérol présentent un retard de 

myélinisation qui peut être en partie compensé par un apport de cholestérol exogène (Saher 

et al., 2005).  

Les différentes protéines de la myéline présentent des localisations et des proportions 

différentes dans le SNC et le SNP. 



11 

 

 

Figure 4 : Les protéines majeures de la gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes et les cellules de 

Schwann. Ces p ot i es so t fo da e tales pou  le ai tie  de l’a hite tu e et de la o pa tio  de la gai e de 

myéline du SNC et du SNP (Baumann and Pham-Dinh, 2001). 

 

Dans le SNC, les principales protéines de la myéline synthétisées par les 

oligodendrocytes sont la Myelin Proteolipid Protein (PLP/DM-20) et la Myelin Basic Protein 

(MBP). Elles constituent à elles seules 80% des protéines totales (Figure 4). Dans des 

proportions nettement moins abondantes, on retrouve la Myelin-Associated Glycoprotein 

(MAG), la Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) ou enco eà : -C li àNu leotideà -

Phosphodiesterase (CNP) et la connexine 32 (Cx32). Leurs localisations sub-cellulaires 

montrent des répartitions très spécifiques. 

La PLP ep se teàp sàdeàlaà oiti àdeàlaà li eàduà“NC.àL pissageàalte atifàestà espo sa le 

de deux formes de la protéine. La plus longue, PLP, est exprimée majoritairement dans le SNC. 

La plus courte, DM- ,àestà t o u eàd u eà ou leàdeà à a idesàa i s (AA) normalement 

exposée à la face cytoplasmique et indispensable aux bonnes compaction et stabilité de 

l a hite tu eà ultila ellai e.àDM- àse leà t eàlaàfo eàa est aleàdeàlaàPLPàetàl appa itio à

de cette boucle de 35 AA pou aitàdate àdeà à illio sàd a esàetà t eàappa ueà hezà lesà

amphibiens (Stecca et al., 2000). Elle est aussi exprimée dans les tubes séminifères, les cellules 

myocardiques, le thymus et la rate. Ces deux isoformes ne semblent pas être interchangeables 
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a à l i alidatio à pa à t a sg seà deà l isofo eà sp ifi ueà deà PLPà hezà laà sou isà està pasà

entièrement compensée (Spörkel et al., 2002). 

Leà g eà oda tà esàp ot i esàestà lo alis à su à leà h o oso eàXà hezà l homme et la 

souris. Il mesure 45kb et est composé de 7 exons. La PLP est une protéine hautement 

o se eà hezàlesà a if esà pasàplusàd u àouàdeu à sidusàdiff e tsàe t eàlesàesp es .à

Ainsi, les formes humaines et murines présentent une homologie de séquence de 100%. La 

protéine PLP est formée de 4 hélices  hydrophobes formant des domaines 

transmembranaires, de 2 domaines extracellulaires et de 3 domaines cytoplasmiques 

(comprenant les extrémités NH2 et COOH). De plus, elle possède des modifications covalentes 

puisque 6 acides gras (seulement 4 pour DM-20) lui sont ajoutés sur des résidus de cystéine 

par un mécanisme autocatalytique post-transcriptionnel (Bizzozero et al., 1987). 

L i alidatio àdeàlaàPLPà hezàlaàsou isàd o t eàlaàfo atio àd u eà li eà o pa teàpa àlesà

oligode d o tes.àCepe da t,àl ult ast u tu eàdeàlaà li eà o t eàu eà« condensation des 

lignes intrapériodiques » corrélée avec une réduction de sa stabilité (Boison et al., 1995). Ainsi, 

la PLP et sa boucle cytoplasmique de 35 AA permettent de stabiliser les jonctions 

membranaires après compaction de la myéline (Klugmann et al., 1997). 

Desà utatio sàda sàleàg eàPLPàp o o ue tà hezà l homme la maladie de Pelizaeus-

Merzbacher (PMD), une pathologie du SNC qui affecte la coordination, les fonctions motrices 

età i telle tuelles.à Laà PMDà faità pa tieà d u à g oupeà deà aladiesà g ti ues, appelées les 

leucodystrophies, qui affectent la myéline. La cause la plus courante de la PMD est la 

surexpression de la PLP par duplication du gène mais elle peut aussi être due à une perte 

totaleàdeàl e p essio àdeàlaàPLPà d l tio àe ti eàduàg eàouà utatio à o àse sàauàd utàdeà

la séquence codante) ou encore à des mutations ponctuelles (Garbern, 2007). 

 

La MBP représente 30% des protéines de la myéline du SNC. Les deux isoformes majeures de 

laàMBPà hezà l Ho eàfo tà espe ti e e tà , àetà , à kDaà o t eà , àetà àkDaà hezà laà

souris, constituant 95% des MBPs. Le gène codant les protéines MBP est localisé en 18q22 et 

esu eà à k à da sà l esp eà hu ai e.à Celuià deà laà sou isà està gale e tà lo alis à su à leà

chromosome 18 et mesure 32 kb. Lesàisofo esàdeàMBPàp o ie e tàd u à pissageàalte atifà

du gène de la MBP qui contient 7 exons. Chez la souris, il existe au moins 7 transcrits et 

d aut esà a ia tsàd pissageà so tàaussiàe p i sàpe da tà l e oge se.àElleàestà laà seuleà

p ot i eàfo da e taleà àlaàst u tu atio àdeàl a hite tu eàdeàlaà li eàduà“NC.àLeà od leà



13 

 

deàsou isà“hi e e à uiàp se teàu eàd l tio à atu elleàd u eàg a de part du gène codant pour 

la protéine MBP, ne possède pratiquement pas de myéline compacte dans le SNC (Readhead 

et al., 1990). Le rat Long Evans Shaker, portant une mutation de MBP entraînant une 

transcription aberrante, ne possède pas non plus de myéline compacte dans le SNC (Carré et 

al., 2002). La protéine MBP est également exprimée dans le SNP, mais en plus faible 

proportion.àToutefois,àelleà estàpasà essai eà àlaà o stitutio àdeàlaàgai e de myéline du fait 

deà l a tio àdesàaut esàp ot i esàdeà laà li eàp iph i ueà tellesà ueàM eli àP otei à)e oà

(MPZ ou P0) et Peripheral Myelin Protein 22 kD (PMP22) (Martini and Schachner, 1997). 

 

2.2.  Les cellules gliales du SNP 

Les cellules satellites entourent le soma des neurones sensoriels et autonomes au niveau des 

ga glio s.à Cesà ellulesà assu e tà laà fo tio à deà ha pe te à età gale e tà deà ut itio à desà

neurones. 

Les cellules de Schwann (CS) sont les cellules myélinisantes. A la différence des 

oligodendrocytes du SNC qui myélinisent plusieurs axones, une cellule de Schwann ne 

s th tiseà u u eàgai eàpa àa o eà Figure 4 et 5). 

Les CS entretiennent des relations étroites avec les neurones en participant à leur 

développement et à leur fonctionnement. Elles établissent un dialogue avec les neurones en 

d eloppe e tàpa àl i te diai eàdeàfa teu sà eu ot ophi uesàet en constituant un support, 

la matrice extracellulaire. A la manière des oligodendrocytes du SNC, les CS synthétisent la 

gaine de myéline indipensable à la conduction saltatoire et rapide deàl i flu à e eu . 
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Figure 5 : Cellule de Schwann formant une gaine de myéline. La myéline compacte (en violet clai  se t d’isola t 

tandis que la partie non compacte (violet foncé) est en continuitée avec le cytoplasme de la celule gliale 

pe etta t d’a e e  les ut i e ts au plus p s du p ia o e jau e . Les i isio s de S h idt-Lanterman (SLI) 

sont liées par des jonction gap quand elles sont superposées (Nave, 2010). 

 

E fi ,à lesà C“à fa o ise tà laà epousseà a o aleà à laà suiteà d u eà l sio .à áp sà s t eà

dédifférenciées, elles peuvent se multiplier et créer un environnement favorable et adapté à 

la repousse puis à la remyélinisation. 

La myéline du SNP comme celle du SNC possède certaines protéines spécifiques telles la 

myelin protein zero (P0 ou MPZ) et la peripheral myelin protein 22 (PMP22). 

 

La P0 représente 50% des protéines de la myéline périphérique. Le gène codant pour P0 est 

localisé sur le chromosome 1 en position 1q22- à hezàl Homme. Il comporte 6 exons répartis 

sur 7kb. Son expression est spécifiqueàdesàC“à atu es.à“aàs ue eàp se teà %àd ho ologieà

e t eàl Homme et le rat (Hayasaka et al., 1993). Ce gène code pour une protéine de 219 AA, 

qui possède un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire unique et un domaine 

cytoplasmique (Uyemura et al., 1995).à Elleà faità pa tieà d u eà la geà fa illeà deà p ot i esà

d adh sio à a a tà desà do ai esà i u oglo i esà Ig -like (Lemke and Axel, 1985). De très 

o eusesà e p ie esà o tà o t à l i pli atio à deà laà p ot i eà P à da sà leà ai tie à deà

l a hite tu e,à l adh e eà età la compaction de la gaine de myéline. Les recombinaisons 

ho ologuesà effe tu esà hezà laà sou isà e à ueà d i activer le gène P0 provoquent 

l h po li isatio àdesàa o esàetàd i po ta tsàt ou lesàdeàlaà oo di atio à ot i e (Giese et 

al., 1992). Des études sur les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) ont montré que P0 peut 

agi à o eà u eà ol uleà d adh sio à ho ophileà pa à l i te diai eà deà so à do ai eà

extracellulaire (Filbin et al., 1999), comme les autres membres de la superfamille des 

immunoglobulines. La délétio àd u eàs ue eàdeà àááàda sàle domaine cytoplasmique de 

P0 abolit sa fonction adhésive. Cette séquence contient un motif cible (RSTK) de la Protéine 

Kinase C (PKC). Cette dernière et sa protéine associée: le récepteur de la kinase C activée 

(RACK1) sont co-immunoprécipitées dans les cellules exprimant P0 sauvage mais pas dans 

celles ou P0 est mutée dans cette séquence de 14 AA. Un patient atteint de Charcot-Marie-

Tooth (CMT) portant une mutation de P0 au niveau du domaine cible de la phosphorylation 

par la PKC a été identifié. L e se leàdeà esà sultatsàsugg eà ueàlaàphospho latio àpa àPKCà
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estài po ta teàpou àlaà gulatio àdeàl adh sio àdeàP  et donc pour la bonne conformation de 

la gaine de myéline (Xu et al., 2001). 

 

La PMP22 ep se teàe i o à %àdesàp ot i esàdeàlaà li eàp iph i ue.àC estàu eàpetiteà

glycoprotéine hydrophobe qui est principalement exprimée dans les CS comme composant de 

la myéline du SNP. De nombreux travaux de génétique moléculaire ont révélé que les 

mutations, délétions et duplications touchant la PMP22 sont responsables de la forme la plus 

courante de la maladie démyélinisante de Charcot-Marie-Tooth, la CMT1A (Berger et al., 

2002) mais aussiàd aut esà eu opathiesàh ditai esàtellesà ueàleàs d o eàDeje i e-Sottas et 

HNPPà He edita àNeu opath à ithà lia ilit àtoàP essu eàPlasies .àChezàl Ho e,à leàg eàest 

localisé sur le chromosome 17 (sur le chromosome 11 chez la souris) et code pour une protéine 

de AA et de 22kDa composée de 4 domaines transmembranaires et 2 domaines 

extracellulaires. L á‘N àdeàPMP àestà ajo itai e e tàe p i àda sàleà“NP,àauà i eauàdesà

nerfs sciatiques, mais également, dans de faibles proportions, dans le SNC. Les séquences 

hu ai esàetà u i esàp se te tà %àd ho ologie.à 

áàlaàsuiteàd u eàl sio à e euse,àl e p essio àdeàPMP àd o tàt sà apide e tàda sà

la partie distale et est fortement induite lors de la régénération. La fonction de la protéine est 

assez mal connue. Plusieurs études ont suggéré un rôle de PMP22 dans le contrôle de la 

p olif atio à età deà l apoptoseà desà C“ (Jetten and Suter, 2000). La majeure partie des 

connaissances concernant la fonction de PMP22 est issue de son implication dans les maladies 

d g ati es.àCo eàsou e t,àl tudeàdeàsouris mutantes, les souris Trembler (Tr), a permis 

de déterminer la fonction de la protéine. La mutation Tr affecte un résidu localisé dans le 

dernier domaine hydrophobe de la protéine et engendre un défaut dans le trafic cellulaire de 

la protéine qui entraî eà u eà h po li isatio à ai sià u u eà p olif atio à desà CS et une 

réduction de la conduction nerveuse (Suter et al., 1992a). La mutation Tr-J concerne, elle, un 

résidu du premier domaine hydrophobe et affecte aussi le trafic cellulaire de la protéine. Les 

symptômes sont les mêmes que ceux de la souris Tr mais ils sont moins prononcés (Suter et 

al., 1992b). Des souris (Perea et al., 2001) et des rats (Sereda et al., 1996) possédant des copies 

supplémentaires de PMP22 ont été générés. Ces animaux développent des phénotypes très 

p o hesà deà laà CMT á.à Ce ià p ou eà u u eà aug e tatio à deà l e p essio à deà PMP à està

suffisante pour causer un défaut de myéline dans le SNP. Les souris PMP22-/-, quant à elles, 

seà d eloppe tà o ale e tà jus u à laà deu i eà se ai eà oùà ellesà p se te t alors des 
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difficultés de déplacement associées avec une hypermyélinisation du SNP (Adlkofer et al., 

1995). 

 

3. La myélinisation 

 

3.1. Développement et différenciation des cellules de Schwann 

Les CS sont originaires des cellules souches multipotentes de la crête neurale également à 

l o igi e des neurones et des mélanocytes (Jessen and Mirsky, 2005a). Au cours de la 

eu ulatio ,àlaàpla ueà eu aleàseàsitua tàsu àlaàfa eàdo saleàdeàl e o às i agi eàetàfo eà

le tube neural par fusion des bordures. Les cellules de la crête neurale débutent leur migration 

dans deux directions distinctes. Latéralement, elles donneront naissance aux mélanocytes 

(Figure 6, flèche 1) et ventralement, elles donneront les neurones des ganglions sensitifs 

(Figure 6, flèche 2), les neurones autonomes et la glie (Figure 6, flèche 3). 

 

Figure 6 : Schéma de migration des cellules de la crête neurale. Au cours de la neurulation, la plaque neurale 

s’i agi e, fo e u  sillo , les o du es fusio e t pour donner le tube neural. Puis, les cellules de la crête neurale 

se détachent et débutent leur migration (Jessen and Mirsky, 2005). 
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A chaque étape de leur développement, les cellules de la lignée schwannienne nouent 

des relations spécifiques avec les cellules environnantes et en particulier les neurones. Ainsi, 

les cellules de la crête neurale migrent tout le long de la matrice extracellulaire, puis les 

précurseurs des CS et les CS immatures établissent des contacts étroits avec les neurones 

a o es .à Lesà elatio sà e t eà esà diff e tesà o posa tesà seà fo tà pa à l i te diai eà deà

protéines de signalisation qui varient au fil du développement. 

Ces cellules souches subissent des maturations et des différenciations successives pour 

donner des cellules myélinisantes matures. Les cellules souches de la crête neurale entrent en 

différenciation et donnent après 12 à 13 jours de vie embryonnaire (E) chez la souris (E14-15 

chez le rat) des précurseurs de CS. A ce stade, les cellules nerveuses sont indispensables à la 

survie des précurseurs. Ces derniers migrent le long des neurones et se différencient ensuite, 

entre E13 et E15 (E15-E17 chez le rat), en CS immature. Elles dépendent des neurones pour 

poursuivre leur différenciation. À la naissance, etàe àfo tio àduàdia t eàdeàl a o eàasso i ,à

les CS embryonnaires s'engagent dans deux voies de différenciation distinctes. Pour un 

diamètre axonal de 0,8 à 1 µm, les CS embryonnaires s o ie te tà vers le phénotype 

myélinisant pour former une gaine de myéline en passant par un stade intermédiaire de 

maturation, celui des CS prémyélinisantes. Pour un diamètre inférieur, les CS embryonnaires 

deviennent des CS non-myélinisantes dont les extensions cytoplasmiques entourent plusieurs 

axones de manière individuelle (les axones sont ainsi isolés les uns des autres) et forment les 

fibres de Remak. Les CS myélinisantes matures sont désormais autonomes pour leur survie 

cellulaire et cessent leur prolifération (Sherman and Brophy, 2005). LesàC“àso tàdou esàd u eà

forte plasticité. áàlaàsuiteàd u eàl sio ,àlesàC“à atu esàpeu e tàseàd diffé e ie àjus u àu à

stade CS pseudo immatures puis proliférer de nouveau (Figure 7). 
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Figure 7 : Schéma du processus de maturation des cellules de Schwann. Le développement embryonnaire des CS 

comprend plusieurs stades : les cellules de la crête neurale, les précurseurs de CS et enfin les CS immatures. Le 

desti  de es ellules d pe d du dia t e de l’a o e à la uelle elles so t asso i es et de fa teu s eu o au . La 

diff e iatio  est e si le lo s ue l’i te a tio  eu o e/S h a  est pe due flèches en pointillé) (Jessen and 

Mirsky, 2005). 

 

3.2. Les marqueurs exprimés au cours de chaque stade du 

développement glial 

3.2.1. De la crête neurale aux CS immatures 

Chaque stade du développement de la lignée schwannienne se caractérise par 

l e p essio à desà a ueu sà deà diff e iatio à (Jessen and Mirsky, 2005) qui peuvent être 

regroupés en 5 catégories (Figure 8) : 

 Les marqueurs do tàl e p essio àestà ai te ueà à ha ueàstade du développement de 

la glie, comme  SRY (Sex Determining Region Y) box 10 (Sox10). 

 Les marqueurs exprimés transitoirement au cours des premiers stades. Ainsi, Activator 

Protein 2 (AP2 ) est exprimé dans les cellules de la crête neurale et les précurseurs 

des CS, mais inhibé dans les CS immatures. 

 Un gène exprimé uniquement par les précurseurs des CS, cadherin 19. 
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 Les marqueurs présents dans les précurseurs des CS et dans les CS immatures, mais 

absents dans les cellules de la crête neurale, comme brain fatty acid-binding protein 

(BFABP), l á‘N àdeàP  et desert hedgehog (DHH). Ces marqueurs indiquent le passage 

du premier stade du lignage schwannien, qui voit les cellules de la crête neurale se 

différencier en précurseurs de CS. 

 Les marqueurs spécifiques aux CS embryonnaires, comme la GFAP (Glial fibrillary acidic 

protein), S100 et GAO4 (glycolipid antigen O4). 

 

 

Figure 8 : Les marqueurs moléculaires exprimés au cours du développement de la lignée schwannienne 

jus u’au stade CS e o ai es. Les encadrés du haut indique t l’ olutio  de l’e p essio  de diff e ts 

facteurs. Ceux du bas, précisent les relations des cellules du lignage schwannien avec son environnement (Jessen 

and Mirsky, 2005). 

 

3.2.2. Des CS immatures aux CS matures 

Durant la myélinisation, les protéines Krox-20, MAG, Periaxin (PRX), P0, MBP, PMP22, 

plasmolipin and galactocerebroside (GalC) sont fortement exprimées par les CS matures 

myélinisantes.  
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Figure 9 : Les marqueurs moléculaires exprimés au cours du passage des CS embryonnaires en CS matures. 

L’e ad  e t i di ue les a ueu s des CS li isa tes, l’o a ge p se te eu  des CS o  li isa tes, le 

bleu, les facteurs spécifiques aux CS non myélinisantes. Le passage du stade CS immature à CS myélinisante se 

fait grâce à un équilibre dans la régulation des facteurs (Mirsky et al., 2008). 

 

Leàpassageàauàde ie àstadeàdeàdiff e iatio àestàaussià a a t is àpa àl i hi itio àde 

l e p essio àdesà ol ulesàe p i esàauàstadeàC“à i atu es,à tellesà ueàL ,àNCáM (Neural 

Cell Adhesion Molecule) et le récepteur des neurotrophines p75. Ces molécules demeurent 

cependant exprimées dans les CS matures non-myélinisantes. De plus, ces dernières 

expriment au moins deux molécules, α1β1 integrin et GalC (GalactoCerebroside), qui ne sont 

pas exprimées par les CS immatures (Figure 9). 

3.3. Les facteurs contrôlant le développement de la lignée 

schwannienne 

L e gage e tàdesàC“àda sàu àdesàstadesàdeà atu ation du développement du lignage 

glial est une balance entre différents signaux. Il dépend essentiellement de facteurs de survie, 

de facteurs mitogènes et de signaux de différenciation provenant des axones. En effet, in vivo, 

les cellules souches multipote tesàdeà laà teà eu aleà so tà à laà foisà à l o igi eàdesà ellulesà

gliales mais aussi des neurones et des mélanocytes. A un stade plus avancé, les précurseurs 
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des CS donnent naissance aux CS immatures et aux fibroblastes. Enfin, les CS immatures 

s e gage tàdans deux voies de différeciation distinctes, pour générer les CS myélinisantes ou 

non-myélinisantes, selon le type d'axone avec lequel elles sont associées. Ainsi, à chaque stade 

du développement des CS, il existe une régulation fine, un équilibre délicat entre des voies de 

signalisation, des marqueurs moléculaires qui engagent ou non les cellules dans le processus 

de myélinisation. 

 

3.3.1. Le contrôle du développement de la glie à partir de la crête neurale 

Les facteurs et voies de signalisation impliqués dans le développement de la glie à 

partir des cellules de la crête neurale sont nombreux et bien recensés. Parmi ceux-ci, le facteur 

deàt a s iptio à“o àestài dispe sa leàpou àl e t eàdesà ellulesàdeàlaà teà eu aleàda sàleà

lignage schwannien. La voie de la Neuréguline 1 (NRG1) est elle aussi déterminante au cours 

deà laà li isatio àetà etàe à lu i eà l i po ta eàdeà l i te a tio àa e à l a o e.àE fi ,à lesà

voies Notch, BMP (Bone morphogenetic proteins) 2/4,à l endothéline et le facteur de 

transcription AP2 font aussi partie de ces facteurs nécessaires au cours du lignage glial 

(Figure 11). 

 

 Le facteur de transcription Sox10 est indispensable pour le développement du lignage 

glial à partir des cellules souches de la crête neurale (Bhatheja and Field, 2006). Son 

expression persiste tout au long du développement de la lignée gliale aussi bien dans 

le SNP que dans le SNC.à áà l i e se,à ilà està p i à da sà lesà ellulesà e euses.à “o à

i alidatio à hezà laà sou isà o duità à l a se eà deà p u seu sà deà C“à bien que les 

neurones soient présents en quantité normale chez ces souris mutantes. Cependant 

ces neurones dégénerent rapidement par la suite (Britsch et al., 2001). Par ailleurs, 

“o à o t ôleà l e p essio àdu récepteur de NRG1, ErbB3 (Erythroblastic leukemia 

viral oncogene homolog) dans les cellules de la crête neurale. Des expériences in vitro 

o t e tà aussià leà ôleà p po d a tà deà “o à da sà l i itiatio à età leà ai tie à duà

phénotype glial (Paratore et al., 2001). 

 La mise en place du SNP passe entre autre pa àl ta lisse e tàdeà o ta ts,àdeà elatio sà

entre les cellules nerveuses et gliales. La survie, la migration et la différenciation des 
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ellulesà glialesà d pe de tà di e te e tà deà l i te a tio à deà esà ellulesà a e à lesà

neurones. Les signaux existants entre les deux populations cellulaires passent en partie 

pa àl i te diai eàd u eàfa illeàdeàfa teu sàt ophi uesà:àlesàneurégulines (NRG) qui 

agissent comme la plupart des facteurs trophiques sur des récepteurs tyrosine-kinases 

de la famille ErbB.àD sà laàphaseàdeàd te i atio ,à l isofo eà IIIàdeà laàN‘G àagitàe à

i duisa tà l e gage e tàdesà ellulesàp og it i esàdesà tesà eurales vers la lignée 

gliale. Ce processus peut être acceleré par FGF2 (fibroblast growth factor 2) (Leimeroth 

et al., 2002). Chez la souris, ces cellules progénitrices donnent naissance, à E12-E13, à 

des précurseurs de CS qui dépendent de signaux axonaux pour survivre, proliférer et 

se différencier. Il se met alors en place une véritable interdépendance permettant 

d adapte àlaàpopulatio àglialeà à elleàdesà eu o esà:àseulesàlesà ellulesàe à o ta tàa ec 

lesà eu o esàsu i e t.àL effetàt ophi ueàdesàCS sur les neurones est mis en évidence 

pa à l tudeà deà sou isà uta tesà ErbB2/3 chez lesquelles la mutation empêche 

l e gage e tàdesà ellulesàsou hesàdeàlaà teà eu aleàda sàlaà oieàdeàdiff e iatio à

des CS.àIlàe à sulteàd a o dàu eàa se eàdeàp u seu às h a ie àleàlo gàdesà e fsà

périphériques embryonnaires. Par la suite,à l a se eà deà ellulesà glialesà p i eà lesà

eu o esàdeà leu àsoutie àt ophi ue,à laà ajo it àd e t eàeu à eu tàetà lesàsu i a tsà

sont incapables de produire des neurites innervant leurs organes cibles (Riethmacher 

et al., 1997). De plus, les NRG1 fournissent un nombre approprié de CS pour assurer le 

p o essusàdeà li isatio .àChezàlesàsou isài alid esàpou àl isofo eàIIIàdeàlaàN‘G ,à

les précurseurs de CS sont initialement formés, mais leur nombre diminue 

considérablement à E14, montrant le rôle essentiel de cette isoforme III dans la survie 

des précurseurs de CS in vivo (Wolpowitz et al., 2000). Les effets de la NRG1 sont 

modulés par la sheddase tumor necrosis factor  converting enzyme (TACE ou 

ADAM17). Cette enzy eà li eàl isofo eàdeàt peàIII,àe àcontrôle ainsi sa quantité et de 

fait, la myélinisation dans les CS (La Marca et al., 2011). Une fois la myélinisation 

accomplie, la signalisation NRG-e Bà està a olieà pou à t eà a ti eà ueà lo sà deà

traumatismes nerveux pour assurer la régénération de la myéline (Fricker et al., 2011). 

Les deux facteurs Sox10 et NRG1 participent à une voie de signalisation commune en 

vue de développer le lignage schwannien et réguler les gènes de la myéline 

périphérique (Figure 10). 
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Figure 10 : Effets synergiques de NFATc4 et Sox10 su  l’e p essio  de K o   et P . NRG1 indirectement active 

NFAT  ui a e  So  a i dui e l’e p essio  de K o  et de P , pe etta t le passage des CS i atu e e  CS 

myélinisante (Kao et al., 2009). 

 

Laà fi atio à deà laà N‘G à d o igi eà a o aleà su à ses récepteurs schwanniens ErbB2/3 

e t a eà u eà aug e tatio à duà al iu à i t a ellulai eà età pa à l i te diai eà deà laà

calmoduline, la déphosphorylation du facteur de transcription NFATc4 (Nuclear factor 

of activated T-cells cytoplasmic 4) qui est ainsi transloqué au noyau où il forme un 

complexe protéique avec Sox10 pour activer K o à auà ou sà deà l tapeà C“à

prémyélinisante. Les deux partenaires interagissent également au stade CS 

myélinisante pour réguler le gène P0 (Kao et al., 2009). 

 La signalisation Notch, de la même façon que la voie NRG1, inhibe la différenciation 

neuronale et favorise la destinée schwannienne (Wakamatsu et al., 2000). 

 Les facteurs BMP 2/4 (Bone morphogenetic protein) inhibent, in vitro, la 

différenciation des cellules gliales à partir des cellules de la crête neurale (Shah et al., 

1996). 

 Les endothélines et le facteur de transcription AP2  participent à la survie et à la 

progression du lignage glial. Des études in vitro montrent que les endothélines 
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stimulent la survie des précurseurs de CS chez le rat, mais retardent le passage des 

précurseurs de CS en CS matures (Brennan et al., 2000). 

 

3.3.2. Le contrôle de la survie des CS embryonnaires 

Chez la souris, la conversion des précurseurs des CS en CS immatures se déroule aux 

alentour de E13-E15. Ce moment coincide avec le début de « l o ga og se » du SNP. Le nerf 

commence à etre délimité par le perineurium et un système vasculaire propre à celui-ci se 

met en place. A la différence des précurseurs des CS, les CS immature peuvent survivre malgré 

u eàpe teàdeà o ta tàa o al,à g eà à l a tio àauto i eàd u à o ktailàdeà fa teu sàdeà su ieà

o eà l i suli e-like growth factor 2 (IGF2), la neurotrophine 3 (NT3), le platelet-derived 

growth factor- (PDGF ,à laà leukae iaà i hi ito à fa to à LIF à età l a ideà l sophosphatidi ueà

(LPA) (Meier et al., 1999) (Dowsing et al., 1999) (Weiner and Chun, 1999). Ce changement 

entre survie paracrine et autocrine est physiologiquement comprehensible. La dépendance 

des précursseurs des CS aux axones est importante pour contrôler en masse le nombre de CS 

pa à appo tàauà o eàd a o es.àE à e a he,àl i d pe da eàdesàC“àpa à appo tàau àa o esà

mises en place à paritrir des CS immatures est fondamentale pour la réparation  du nerf lésé. 

Lors des tout derniers jours de la vie embryonnaire et des premiers jours de la vie post-

natale se déroule le processus de ségrégation unitaire (radial sorting). Les CS immatures 

associées avec des axones de large diamètre (>1µm) établiront une relation stœ hio t i ue 

de 1/1 avec les axones et passeront au stade de CS pro-myélinisantes.à áà l i e se les CS 

immature associées avec des axones de diamètre inférieur à 1µm ne seront pas myélinisantes 

età ta li o tàpasàlaà elatio à / .àLeà atioàC“/a o eàdoitàdo àêtre finement régulé. Le nombre 

de CS immatures peut être contrôlé par des mécanismes prolifératifs, apoptotiques ou de 

survies. Le signal axonal NRG1 est le principal facteur stimulant la prolifération de CS (Lyons 

et al., 2005). La division cellulaire des CS est également régulée positivement par le 

transforming growth factor-TGf.à E à effet,à l i alidatio à duà récepteur TGF de type II 

diminue la prolifération des CS immatures du nerf sciatique de souris à E19 et P2 D á to ioà

et al., 2006). Les facteurs de transcription Notch (Woodhoo et al., 2004), PAX3 (Paired box 3), 

Sox2 et c-Jun (Parkinson et al., 2008) sont eux aussi impliqués dans la prolifération des CS 

immatures. Ils inhibent également la différentiation de ces cellules en CS myélinisantes (Le et 

al., 2005) (Kioussi et al., 1995). La survie des CS immatures est contrôlé par un équilibre entre 
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les facteurs pro- et anti- apoptotiques. Outre les signaux de survie autocrines cités en début 

de ce paragraphe, nous pouvons compléter cette liste par une glycoprotéine synthétisée par 

les CS : la laminine. Celle-ci favorise la survie des CS grâce à son dialogue avec la voie 

Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Protéine Kinase B (AKT). L i alidatio à deà la laminine 

provoque un défaut majeur dans la ségrégation unitaire et dans la prolifération des CS à E19 

(Yu et al., 2005). NRG1 se place encore une fois au centre de la régulation schwannienne grâce 

à son effet anti apoptotique (Lyons et al., 2005). Le signal de mort cellulaire programmé est 

ici, contrairement aux précurseurs CS ou il est passif, activement relayé par le récepteurs à la 

neurotrophine P75, peut être après son activation par NGF (Nerve Growth Factor) (Syroid et 

al., 2000).à L a tio à duà TGF est paradoxale. Nous avons cité précédemment son action 

proliférative sur les CS. Dans ce même a ti le,à D á to io et al montrent également que 

l i alidatio àduàrécepteur au TGF de type II empêche l apoptoseàdesàCS dans le nerf sciatique 

de souris à E18 à P2. Si ie ,à u auàfi al,à esàsou isà uta tesà ont pasàd alt atio àduà o bre 

de CS, car les effets prolifératifs et apoptotiques se compensent parfaitement, ainsi le 

phénotype myélinique est semblable à celui des souris sauvages D á to ioàetàal.,à . 

 

3.3.3.  La régulation de la myélinisation 

La dernière étape de la différenciation des CS, aboutissant aux CS myélinisantes, ne fait 

pas exception aux autres stades de développement. Il est finement régulé par un ensemble 

de signaux. Les facteurs pro- li isa tsàso tàe p i sàauà ou sàduàd eloppe e tà àl tatà

physiologique. On recense entre autres, Krox20, Oct6 (Octamer-binding transcription factor 

6), BRN2 (Brain 2 class III POU-do ai àp otei àouà ie àe o eàN‘G .àLo sàdeàlaàl sio àd u à

e fàouàdeà eu opathies,àlaà ala eàdeàfa teu sàs i e seàafi àd e ta e àu àp o essusàdeàd -

différenciation grâce à la grande plasticité dont font preuve les CS. Ces facteurs sont aussi 

i po ta tsà auà ou sà duà d eloppe e tà ph siologi ue,à a à ilsà o t ôle tà l i itiatio à deà laà

myélinisation ainsi que sa vitesse (Figure 11). 

Parmi les facteurs pro-myélinisants, le facteur de transcription Krox20 est essentiel. 

Dans le modèle de souris Krox20-/-, les CS entourent les axones, mais sont incapables de 

former la gaine de myéline, attestant son rôle fondamental dans le processus de myélinisation 

(Topilko et al., 1994). Par ailleurs, il est également impliqué dans la régulation de la myéline 

auà stadeà adulte.à L i alidatio à deà Krox20 dans les CS de souris adulte conduit à une 
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démyélinisation, une dédifférenciation des CS et à une augmentation de la prolifération suivie 

d u à lo ageàauàstadeàp o li isa t (Decker et al., 2006). De plus, il a été montré que Krox20 

i hi eàlaàp olif atio àdesàC“àe à ultu eàsuiteàauàt aite e tàpa àlaàN‘G àd o igi eàa o aleàet 

inhibe la mort des CS suite au traitement par TGFβ, deux situations caractéristiques des CS 

immatures (Parkinson et al., 2004). 

 

 

Figure 11 : Les facteurs contrôlant le développement des CS myélinisantes (Jessen and Mirsky, 2005a). 

l’ uili e e t e de o eu  fa teu s positifs et gatifs so t essai e à la s h o isatio  du p o essus 

myélinique. 

 

D aut esàsignaux tiennent un rôle important en vue du passage au dernier stade de 

développement. NRG1 1 tient encore un rôle prépondérant. Son isoforme de type III participe 

àlaà gulatio àdeàl paisseu àdeàlaàgai e.àLaàsou isàp se ta tàu eàhaploi suffisa eàpou àNrg1 

posséde une gaine plus fine que la souris sauvage (Michailov et al., 2004). Les facteurs de 

transcription OCT6 (Octamer-binding transcription factor 6) et BRN2 (Brain 2 class III POU-

domain protein) possédent des fonctions partiellement redondantes mais sont essentiels pour 

le bon déroulement de la myélinisation (Jaegle et al., 2003). Des études in vitro montrent aussi 

que NF-κB (Nucleor Factor-κB à o t ôleà l e p essio à deà OCT  ; il est donc probablement 

i pli u àluiàaussiàda sàl i itiatio àdeàlaà li isation (Mirsky et al., 2001). 
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De plus, le coreprésseur NAB1/2 (NGFI-A-binding proteins 1 and 2), grâce à son 

interraction avec Krox20, la voie PI3K et le proto-oncogène SKI (v-ski sarcoma viral oncogène 

homologue) qui est un inhibiteur de la voie TGF , participent au développement et régulent 

la myélinisation (Atanasoski et al., 2004) (Maurel and Salzer, 2000). 

 

4. Elaboration de la gaine de myéline par les cellules de 

Schwann 

 

L la o atio àdeàlaàgai eàdeà li eàpa àlesàC“à essiteàl i agi atio àdeàl a o eàda sà

une dépression de la cellule gliale. Une fois entouré, il ne subsiste qu u eàfe teà eli eà à laà

surface : le mésaxone (Sherman and Brophy, 2005). La cellule de Schwann produit alors une 

quantité considérable de membranes qui s'enroulent autour de l'axone (>100 fois). Dans un 

premier temps, la CS est remplie de cytoplasme, puis, l'accolement des membranes élimine le 

cytoplasme intermédiaire et forme un complexe lipoprotéique, la gaine de myéline compacte 

(Figure 12). 

 

Figure 12 : Formation de la gaine de myéline . La gaine de myéline se forme par enroulements succéssifs et le 

cytoplasme est progressivement éliminé (Sherman and Brophy, 2005). 

 

Chezàl Ho e,àlaà li isatio à 'estàpasà o pl teà àlaà aissa e,àso àd eloppe e tà

le plus intense se fait au cours du premier semestre postnatal. Elle se poursuit toutefois 

jusqu'à la puberté, voire au-delà à un rythme moins marqué. La myélinisation des faisceaux 

reliant le cerveau à la moelle (faisceaux cortico-spinaux) se poursuit jusqu'à la fin de la 2ème 
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année postnatale. Chez la souris, la myélinisation se déroule durant les 21 premiers jours après 

la naissance. 

 

5. D li isatio  à la suite d’u e l sio  e veuse 

 

Lo sà d u à t au atis eà pi e e t,à se tio ,à ti e e t à duà e fà p iph i ueà o à

observe un processus connu sous le nom de dégénérescence wallérienne (Figure 13). 

La dégénérescence wallérienne est un phénomène qui suit une lésion du nerf et qui implique 

une dégénérescence axonale et une dégradation de la gaine de myéline. La démyélinisation 

des CS débute mécaniquement par une fragmentation de la gaine en de petites structures 

ovoïdes et, moléculairement pa à u eà di i utio à deà l e p essio à desà g esà deà laà li e 

(Jessen and Mirsky, 2008).àLaàf ag e tatio àdeàlaàgai eàdeà li eàaàlieuà àp o i it àd u eà

structure appelée incision de Schmidt-Lantermann. Cette région présente un enroulement de 

myéline de moindre compaction avec des jonctions adhérentes atypiques. En parallèle, à 

proximité de la lésion, la fibre nerveuse bourgeonne pour former plusieurs cônes de 

croissance par axone. Les CS de la région distale survivent au traumatisme malgré la perte de 

o ta tàa e àl a o eàsous-jacent (Fu and Gordon, 1997). 

 

 

Figure 13 : La dégénérescence Wallérienne et la repousse axonale. L’a o e et la gai e de li e d g e e t à 

p o i it  de la l sio . Puis l’a o e ou geo e, les CS se d diff e tie t, p olif e t puis reforment une gaine de 

myéline compacte autour du nouvel axone d’ap s http://theses.ulaval.ca). 



29 

 

 

C està da sà eà o te teà l sio el,à ueà l o à o se eà l i po ta eà duà ph o eà deà

plasti it àdesàC“.àDeà o eusesà uipesàseàso tàpe h esàsu àl e pli atio à oléculaire de 

cette plasticité. Est-t-elle le fruit d u eà di i utio à desà sig au à p o li isa tsà ouà ie à

nécessite-t-elle une activation de voies de signalisation spécifiques ? Les différentes étapes de 

différenciation sont réversibles. Ainsi, lorsque le contact entre la CS et le neurone est perdu, 

o eà estàleà asàda sàlesàl sio sàduà e f,àlesàC“àseàd diff e ie tà e sàu àph ot peàp o heà

de celui des CS immaures et retournent dans le cycle prolifératif. La synthèse des protéines de 

la myéline (PMP22, MAG, P0, MBP...) est arrêtée, la myéline est dégradée et ses débris sont 

d a o dàphago t sàpa àlesàC“àpuisàpa àlesà a ophages.àCesàde ie sàso tà e ut sà àlaàl sio à

dans un délai de 48 heures. Les travaux de Walter au milieu du XIXème siècle ont posé les bases 

deàlaà o p he sio àdeàl e ha e e tàdeà esà e e ts. 

Une fois dénervées et dédifférenciées, les CS entrent dans un cycle de prolifération 

pour favoriser la réparation du nerf lésé. Cet événement se déroule grâce à la stimulation des 

débris axonaux et des facteurs sécrétés par les macrophages. Les CS acquièrent un phénotype 

proche de celui des cellules non-myélinisantes et immatures en activant la synthèse de 

diverses protéines dont des facteurs de croissance et leurs récepteurs (GDNF, NRG1, BDNF, 

IGFs, progestérone... ,àdesàp ot i esàd adh sio à NgCáM , L1, N-cadhérine) et des protéines 

de la lame basale (la laminine, fibronectine, collagènes, protéoglycanes...) (Höke et al., 2003) 

(Koenig et al., 1995) (Stewart et al., 1996). 

Toutes ces modifications concourent à créer un environnement propice à stimuler la 

neuritogenèse post-lésionnelle et à garantir la survie des CS. Les CS terminent leur processus 

de redifférenciation une fois la repousse axonale achevée en resynthétisant la gaine de 

myéline compacte. La dédifférenciation qui se produit dépend de voies de signalisation qui 

s oppose tà à l effetàp o-myélinisant des voies telles que Krox20, AMP cyclique et NRG1. La 

plupart des voies de signalisation qui régulent négativement le processus de myélinisation, 

sont activées au stade CS immature, et leur activité cesse au cours de la myélinisation. 

Par exemple, le facteur de transcription c-Jun, un des effecteurs de la voie de 

signalisation JNK (c-Jun-amino (N)-terminal ki ase ,àestàa ti àda sà lesàC“à i atu esàd E à

jus u' à laà aissa e,àalo sà u ilàestàd sa ti àda sà lesàC“àqui commencent à myéliniser. En 

effet, si la voie JNK reste active,à ilà e à sulteà l a tà deà laà li isatio à età l i hi itio à deà

l e p essio à desà g esà deà laà li eà uià està o ale e tà i duiteà pa à desà sig au à p o-
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myélinisants comme Krox20 ouà l l atio àdeà laà ua tit àd AMP cyclique (Parkinson et al., 

2008). 

De même, la voie Notch, qui stimule la prolifération des CS embryonnaires, est 

désactivée par Krox20 quand les CS commencent à myéliniser. Elle est réactivée uniquement 

e à asàdeàl sio àduà e fà hezàl adulteàpou àsti ule àlaàd diff e iatio àdesàC“à li isa tesà

en CS embryonnaires. La démyélinisation et la dédifférenciation des CS sont contrôlées par 

l a ti atio àd u àg oupeàdeà fa teu sàdeà t a s iptio à o prenant entre autres c-Jun, Sox2, 

Pax3 et Id2 (Jessen and Mirsky, 2008) (Woodhoo et al., 2009). Ces facteurs sont exprimés au 

cours de la prolifération cellulaire puis selon un système de balance, inhibés dans les cellules 

myélinisantes. Deà plus,à ilà aà t à o t à ueà l ATP, NT3 et TGFβ retardent la myélinisation 

(Fields and Stevens, 2000) (Chan et al., 2001) (Einheber et al., 1995). 

Le processus de remyélinisation dans le SNC est bien moins connu. Les facteurs 

inte e a tsà eà so tà pasà tousà ide tifi sà età laà i ti ueà d a tio à deà esà fa teu sà se leà

beaucoup influencer leur potentiel promyélinisant (Aldskogius, 2005). Il apparaît que les 

astrocytes sont impliqués dans le processus de remyélinisation (Talbott et al., 2005). De plus, 

bien que les astrocytes activés soient souvent associés aux processus neurodégénératifs 

(notamment via la sécrétion de facteurs inhibant la repousse axonale, comme la protéine 

MAG et le marqueur de surface Nogo (Sandvig et al., 2004), Liberto et al. ont démontré que 

ces astrocytes activés pouvaient créer un environnement permissif pour la réparation 

neuronale (en produisant des substrats énergétiques et des facteurs pour les neurones et les 

oligodendrocytes, en chélatant les excès de glutamate et de radicaux libres et en restaurant 

la barrière hématoencéphalique entre autres (Liberto et al., 2004). 

 

6. Les pathologies du système nerveux périphérique 

 

6.1. La maladie de Charcot-Marie-Tooth 

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) aussi connue sous le nom Hereditary 

Sensory and Motor Neuropathy (HSMN) a été décrite par trois cliniciens en 1886, les français 

Charcot et Marie ai sià ueà l a glaisà Tooth.à Elleà o p e dà plusieu sà g oupesà deà troubles 

génétiquement et cliniquement hétérogènes caractérisés par une atteinte des nerfs 

périphériques, une atrophie musculaire, une faiblesse et une perte de sensibilité des 
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membres. La maladie héréditaire de Charcot-Marie-Tooth est la plus fréquente parmi les 

pathologies du SNP. Sa prévalence est de 1/2500 et elle touche indifféremment les deux sexes. 

6.1.1. Classification 

Le mode de transmission, le phénotype et la sévérité des différents types de CMT sont 

variables. En effet, les différentes formes sont classées selon la nature de l'atteinte du nerf ou 

le mode de transmission génétique ainsi que selon les anomalies génétiques en cause et les 

protéines déficitaires : 

  la nature de l'atteinte du nerf (14) : 

- formes axonales (vitesse de conduction nerveuse > 40 m/sec) ; 

- formes démyélinisantes (vitesse de conduction nerveuse < 35 m/sec) ; 

- formes intermédiaires mixtes (vitesse de conduction nerveuse intermédiaire entre 25 

m/sec et 45 m/sec). 

 

 

Figure 14 : Etiologie des différentes formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth d’ap s Odile Du ou g, 

2009). L’alt atio  de la itesse de la o du tio  e euse d pe d de l’ tiologie de la aladie. 

 

 le mode de transmission génétique ainsi que les anomalies génétiques en cause et les 

protéines déficitaires (Reilly et al., 2011): 

- Pour les formes autosomiques dominantes (ad), la maladie de Charcot-Marie-

Tooth de type 1 (CMT1) correspond à la forme démyélinisante et la maladie de type 2 

(CMT2) à la forme axonale. Par la suite, la nomenclature associe une lettre qui 
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correspond au gène ou locus identifié. Ainsi, la CMT1A correspond à la forme 

autosomique dominante, démyélinisante, liée au gène PMP22, tandis que la CMT1B 

correspond à la forme autosomique dominante, démyélinisante, liée au gène MPZ. 

- Pour les formes autosomiques récessives, la maladie de type 4 (CMT4) 

correspond à la forme démyélinisante et la maladie autosomique récessive de type AR-

CMT à la forme axonale. 

- Les formes dominantes liées au chromosome X (CMTX) et les formes 

intermédiaires (DI-CMT). 

Nous nous limiterons à l tudeàdeàlaàfo eàlaàplusà pandue de neuropathie démyélinisante 

de transmission autosomique dominante, la CMT1. 



33 

 

 

 

Tableau 1 : Classification des maladies de Charcot-Marie-Tooth (Reilly et al., 2011). 
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6.1.2. La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1 

 

On distingue quatre formes de CMT1 : 

 la CMT1A, la plus fréquente (entre 70 et 80% des cas), est associée à une duplication 

d u eàs ue eàdeà , àM àsu àleà h o oso eà àe àposition 17p11.2±12, entraînant 

laàp se eàd u eà opieàsuppl e tai eàduàg eàPMP22 (Lupski et al., 1991). Cette 

duplication entraîne une neuropathie périphérique qui se manifeste généralement 

a a tà l geà deà à a sà età p oduità desà fai lessesà us ulai esà distales.à Histo-

pathologiquement, cette neuropathie est caractérisée par une hypermyélinisation 

(Gabreëls-Festen et al., 1995),à sui ieà d u eà d li isatio ,à u eà pe teà desà fi esà

nerveuses myélinisées et une hypertrophie concentrique des CS " ul eà d oig o ",à

sig eàd u eà p titio àdeà lesàdeàd li isatio àetàdeà e li isatio  (Figure 15). 

 

 

Figure 15 : Coupes semi-fines de nerf sciatique coloré au bleu de toluidine. (A) Rat sauvage. (B) Rat transgénique 

CMT1A. On observe la présence de plusieurs fibres nerveuses entourées par une gaine de myéline très fine (flèche) 

et une hypertrophie concentrique des CS en forme de ul e d’oig o  fl he ou e . Barre = 2.5 µm (Grandis et 

al., 2004). 

 

 la CMT1B représente moins de 10% des CMT1 et se caractérise par des anomalies du 

gène P0 qui est sur le chromosome 1 en position 1q22. 

 la CMT1C représente entre 5 et 10% des CMT1. Cette maladie est causée par des 

anomalies de la région 16p13.1-p12.3 codant pour le gène Lipopolysaccharide-induced 

tumor necrosis factor-alpha factor (LITAF). 

 la CMT1D, forme représentant moins de 1% des CMT1 non A et non B. 
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6.1.3. Symptômes 

En règle gén ale,à esà aladiesà d ute tà a a tà l geà deà à a s.à Lesà p e ie sà

s ptô esàpeu e tàappa a t eàa a tàl geàdeà àa sàpou à %àdes cas de CMT á.àâàl oppos ,à

certains patients CMT1A (porteurs de la mutation) restent asymptomatiques sur le plan 

clinique. Les premiers signes sont le plus souvent des troubles de la marche (retard à 

l a uisitio àdeàlaà a he,à hutes,àd fi itàdesà us lesà ele eu sàdesàpiedsà uiàe t a e tàu à

steppage - impossibilité de relever la pointe du pied qui oblige à soulever le pied à chaque pas 

o eàsiào à o taitàu àes alie à step àetàdesàd fo atio sàdesàpiedsà piedsà eu (Figure 

16). Ces troubles so tàdusà àu eàfai lesseà us ulai eàdistale,à est-à-dire des extrémités des 

membres et une atrophie progressive, plus marquée aux jambes (atrophie musculaire 

péronière). Fatiga ilit ,àt ou lesàdeàl uili eàetàp i ilit àdeàlaàstatio àde outàouà àlaà o t eà

desà es alie sà so tà desà s ptô esà f ue ts.à L attei teà desà ai sà està e à g alà ta di e,à

appa aissa tà u ap sàplusieu sàa esàd olution. Les fonctions vitales (dont le système 

cardiovasculaire) et intellectuelles ne sont généralement pas atteintes. Les patients 

présentent aussi des troubles sensitifs qui peuvent entraîner des douleurs. 

Dans certaines formes, d'autres symptômes peuvent être présents : atteinte 

respiratoire, atteinte des cordes vocales, surdité et ulcères aux pieds. 
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Figure 16 : Atrophies musculaires péronières et déformations des pieds chez des patients atteints de CMT 1A 

(Pareyson and Marchesi, 2009). 

 

6.1.4. Evolution de la maladie 

L olution reste extrêmement variable entre les différents types de CMT, y compris 

auàsei àd u eà eàfa ille : certaines personnes présentent peu ou pas de symptômes alors 

ueà d aut esà o tà u à ha di apà fo tio elà i po ta t.à L olutio à està e à g alà le teà et 

p og essi e,à aisàelleàpeutàaussiàseàfai eàpa àpouss esà ota e tà àl adoles e e . 

Les formes sévères sont rares. En règle générale, la gêne fonctionnelle est modérée et 

laà a heà esteàleàplusàsou e tàpossi le.àLaàlo g it à estàpasàaffe t eàetàilàest possible de 

conserver une activité socio-professionnelle normale ou quasi-normale dans la plupart des 

cas. La forme CMT1B peut cependant conduire à un handicap sévère chez certaines 

personnes, entre 20 et 40 ans. 
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6.1.5. Pistes thérapeutiques 

áàl heu eàa tuelle,àilà e isteàpasàdeàt aite e tà di a e teu àeffi a eà o t eàlaàCMTà

et les moyens de luttes se concentrent su àl a ti it àph si ueàetàlesài te e tio sà hi u gi alesà

contre des problèmes osseux. Plusieurs essais ont été réalisés en vue de soigner la CMT ou du 

oi sà d att ue à sesà s ptô es.à ái si,à l antago isteà deà laà p ogest o e,à l o ap iso eà seà

trouve être efficace dans le modèle de rat CMT1A (Sereda et al., 1996). Il diminue la 

surexpression du gène PMP22, tout en améliorant la masse et la force musculaire de ces rats. 

Cette amélioration des fonctions motrices peut être expliquée par une diminution de la perte 

axonale (Meyer zu Horste et al., 2007). Leàt aite e tàdeàsou isàCMT áàpa àl a ideàas o i ueà

améliore les symptômes cliniques et neuropathologiques probablement en inhibant la PMP22 

en entrant en compétition avec l áMP à (Passage et al., 2004). Plusieurs essais cliniques 

randomisés ont débuté dans différents pays (Australie, Hollande, Etats-U isà d á i ue,à

Italie, Royaume-Uni et France) impliquant 280 patients atteints de CMT1A dont 190 reçoivent 

leà t aite e tà a tif.à T oisà essaisà d u eàdu eàd u àa ào tà t à pu li sà (Micallef et al., 2009) 

(Burns et al., 2009) (Verhamme et al., 2009). Toutefois,àau u àd eu à eàd o t eàu àeffet 

fi ueàdeàl a ideàas o i ue. 

Les pistes thérapeutiques pour traiter la CMT1A consistent à agir au niveau des 

diff e tesà tapesà deà laà aladieà :à di i ue à l e p essio à deà PMP ,à li ite à l'a u ulatio à

toxique de la protéine PMP22 anormale dans les CS et empêcher la dégénérescence des nerfs 

périphériques. 

De plus, des équipes de recherche se penchent depuis quelques années sur les effets 

fa o a lesà possi lesà d u eà su sta eà atu elle,à la curcumine, sur les maladies génétiques 

a es.àLaà u u i eàestàl u eàdesà o posa tesàduà u ài die àetàestàd j àla ge e tàutilis eà

dans lesà de i esàt aditio ellesàe àI deàetàe àChi e.àL uipeàdeàNakaga aàa démontré 

que des suppléments en curcumine administrés à des souris atteintes de maladies 

neurologiques proches de cette neuropathie héréditaire humaine entraînent une diminution 

des lésions des nerfs visibles au microscope (Nakagawa, 2011).àD u àpoi tàdeà ueàfo tio el,à

eàt aite e tàs estàt aduitàpa àu eàa lio atio àdesàpossi ilités motrices chez ces animaux. 



38 

 

L alt atio à deà laà p ot i eà PMP à e t a eà ai sià u eà d g es e eà des axones 

périphériques des membres et une diminution du nombre de CS. La régénération des nerfs 

implique des interactions complexes entre les axones, les CS et la matrice extracellulaire. Une 

absence prolongée de contact entre les axones et les CS, conduit à une diminution progressive 

duà o eàdeà esàde i esàetà àu eàpe teàdeàl aptitudeà àlaà g atio .àIlàaà t à o t à ueà

les CS peu e tà epe da tàsu i eàe àl a se eàd a o eàg eà àlaàs tio àdeàdi e sàfa teu sà

de croissance dont fait partie la Neurotrophine-3 (NT-3).àDesà he heu sào tàtest àl effi a it à

d u àt aite e tàpa àlaàNT-3 sur deux modèles murins de la CMT1A (Sahenk et al., 2005). Après 

u eà p iodeà deà huità à douzeà se ai es,à eà t aite e tà aà pe isà d a lio e à deà faço à

significative la régénération axonale et les processus de myélinisation associés dans les deux 

modèles. A la suite de ces résultats encourageants, les auteurs ont conduit un essai clinique 

NT-3/placebo randomisé en double-a eugleà pou à alue à l effi a it à d u eà ad i ist atio à

sous-cutanée de la NT-3 chez huit patients atteints de CMT1A. Après six mois de traitement, 

des améliorations significatives ont été notées chez les patients ayant reçu la NT-3, au niveau 

de la régénération des fibres myélinisées dans le nerf sural. Le modèle murin Trembler qui 

présente une mutation de la PMP22 périphérique voit ses capacités de force musculaire et de 

remyélinisation grandement améliorées après traitement NT3 (Sahenk et al., 2010). 

6.2. Fragilité héréditaire des nerfs périphériques à la pression 

L'HNPP (Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsies) est une neuropathie 

appelée aussi "fragilité héréditaire des nerfs périphériques à la pression" ou "neuropathie 

tomaculaire". C està u eà eu opathieà se siti o ot i eà h ditai e,à à t a s issio à

autosomique dominante, ca a t is eàpa àlaàsu e ueàd a sàt a sitoi esàetà idi a tsàdeà

pa al sieàda sàleàte itoi eà ie àd fi iàd u àt o à e eu .àCesàa sàso tàsou e t consécutifs 

à un traumatisme minime ou à une compression prolongée de la région. Cette neuropathie 

est due à un défaut de synthèse de la protéine PMP22. Ce défaut de synthèse est lui-même 

dû, dans près de 90% des cas, à une délétion de 1,5 Mb dans la région 17p11.2±12 incluant le 

gène PMP22 (Chance et al., 1993) (Chance, 2006) (Tyson et al., 1996). La région délétée est la 

même que celle dupliquée dans la maladie CMT1A. Ce phénomène de duplication/délétion 

d u eàs ue eàg o i ueàide ti ueàestàdûà àu à ossi g-over inégal favorisé par la présence 

deà pa tà età d aut eà deà laà gio à e à auseà deà s ue esà pa tagea tà u eà fo teà ho ologie,à

appelées CMT1A-REP (REP pour repeat). Des mutations ponctuelles du gène PMP22 ont pu 
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être mises en évidence dans de rares cas de HNPP. La biopsie nerveuse met en évidence des 

renflements focalisés de certains segments de la gaine de myéline (tomacules) (Figure 17). Le 

mécanisme de constitution des tomacules est considéré comme consécutif à une 

hypermyélinisation, en relation avec une anomalie de fonctionnement de la CS (Madrid et al., 

1975). 

 

 

Figure 17 : Coupe d’u e iopsie e veuse d’u  patie t attei t de HNPP. Cette coupe de nerf prise en microscopie 

le t o i ue o t e u e zo e d’ paississe e t de la li e t s i po ta t to a ula  et des a o es e tou s 

ou non de myéline (Chance, 2006). 

 

Le nombre de personnes souffrant d'HNPP n'est pas défini de manière précise. On estime 

actuellement que 2 à 5 personnes sur 100 000 sont atteintes. 

 

II. R gulatio  de la li isatio  : 
 

Le processus de myélinisation est finement régulé lors du développement et au cours 

deà laà ieà d u à i di idu.à Laà oi d eà d gulatio à o duità à l appa itio à deà pathologies 

gravement invalidantes. Plusieurs voies de signalisation contrôlent la myélinsiation. Je décrirai 

da sàlesà hapit esàsui a tsà ellesà uiào tàfaitàl o jetàdeà o àt a ailàdeà e he he : la voie Wnt, 

la voie des Oxystérols/LXR et la voie AhR. 
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1. La voie Wnt/caténine 

 

Les protéines Wnt (ou Wingless (Wg) chez la drosophile) appartiennent à une famille 

de glycoprotéines morphogènes secrétées. Leurs effets autocrines et paracrines contrôlent de 

multiples processus biologiques comme la prolifération, la différen iatio ,à l apoptose,à laà

survie, la migration et la polarisation cellulaire. A ce jour, 19 membres de la famille Wnt ont 

t à ide tifi sà hezà l ho eàetà laà sou is.à Pa à ailleu s,à da sà l esp eàhu ai e,à à p ot i esà

Frizzled (Fz ouFzd) différentes ont été répertoriées (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Désignation des protéines Wnts et Frizzled chez quatre espèces différentes. Liste des protéines Wnt 

et Fz p se tes hez l’ho e, la sou is, la d osophile et le atodes. Ces ifo atio s o t t  e ueillis su  le site 

d’i fo atio  W t Ho epage www.stanford.edu/group/nusselab) du Dr. Nusse (Speese and Budnik, 2007). 

 

Laà lassifi atio à ph siologi ueà futà ta lieà selo à l i du tio à ouà o à d u à a eà do so-

e t alàauà ou sàdeàl e og seàduà ope. Si la protéine Wnt provoque cette induction, 

elle sera qualifiée de ligand canonique. Dans le cas contraire, de non canonique. 

Les ligands Wnts se fixent au récepteur à 7 domaines transmembranaires Fz qui se 

dimérise avec son corécepteur Low-Density Lipoprotein (LDL) receptor-related protein 5/6 

(LRP5/6). Le complexe ainsi formé active la protéine Dishevelled (Dvl) qui est un carrefour de 

trois voies de signalisation : 

http://www.stanford.edu/group/nusselab
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 la voie canonique ou Wnt/β-caténine stabilise la β-caténine permettant son 

accumulation au noyau et la régulation transcriptionnelle de gènes cibles (Figure 19) ; 

 la voie PCP Pla a àCellàPola it àa outità àl a ti atio àdeàGTPasesà o eàRhoA) et de 

kinases (comme JNK). Cette voie est surtout impliquée dans la migration et la 

polarisation cellulaire ; 

 la voie calcique, passe par les protéines G, active la PLC et augmente ainsi la 

concentration intracellulaire en calcium  

 

Je me concentrerai ici uniquement sur la voie canonique ou Wnt/β-caténine. 

 

1.1. La voie Wnt canonique 

 

E à l a se eà duà liga dà W t,à leà o ple eà á i e composé des protéines Axine, du 

suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli (APC), de la caséine kinase 1 (CK1) et de 

la Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK3β), phosphoryle la β-caténine. Cette phosphorylation 

qui a lieu dans la partie N-terminale entraîne la reconnaissance de la β-caténine par une 

ubiquitine ligase β-Transducing Repeat-Containing Protein (β-Trcp) et provoque son adressage 

et sa dégradation dans le protéasome (Figure 19 A). 

Au sein de la voie canonique, en présence de ligands Wnts, le récepteur Fz se dimérise 

avec son co-récepteur LRP5/6 qui est phosphorylé par Dvl. Il recrute le complexe Axine à la 

membrane qui, ainsi séquestré, ne peut plus phosphoryler la β-caténine. Celle-ci peut 

d so aisà s a u ule àda sà leà toplas eà puisà passe à da sà leà o auà oùà elleà seà fi eà à sesà

éléments de réponse T Cell Factor (TCF) et Lymphoid Enhancer binding Factor 1 (LEF). La 

fixation sur les TCF/LEF entraîne la transcription des gènes cibles comme la cycline D1 ou la 

connexine 43 (Figure 19 B). 
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Figure 19 : La voie Wnt/-caténine canonique. A  L’absence de ligand Wnt sur le récepteur FZ conduit à la 

dégradation de la -caténine. La voie Wnt/-caténine est inactive. B) La liaison du ligand Wnt sur son récepteur 

FZ augmente la durée de vie de la - at i e d’ap s https:// utage eti .utsouth este .edu  

 

1.2. Rôles de la voie Wnt/-caténine dans les oligodendrocytes 

 

 

Tableau 2 : Liste des principaux marqueurs de différentiation oligodendrocytaire cités dans la suite de ce 

chapitre. 

1.2.1. Les ligands Wnt 

Lors de la période embryonnaire précoce, les précurseurs d oligode d o tes (OPC) 

sont situés dans la région ventrale de la moelle épinière (Lu et al., 2000)(Zhou et al., 2000),. 
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Cette disposition spatiale est régulée par des gradients de signaux positifs et négatifs. Sonic 

hedghog (Shh), une protéine secrétée par la notochorde et le plancher de la moelle épinière 

(Orentas et al., 1999), est importante pour la survie des OPC.àE àeffet,àl i hi itio àdeàlaà oieà

Sonic hedgehog (Shh) provoque leur mort (Nery et al., 2001). A la même période, la région 

dorsale de la moelle épinière est pauvre en OPC. Le toit de la moelle épinière et ses régions 

limitrophes expriment à E11 les ARNm des ligands Wnts canoniques: Wnt 1, Wnt 3 et Wnt 3a. 

Ces ligands bloquent la différentiation des OPC en oligodendrocytes immature O4+ afin de 

mai te i à leu à pou oi à p olif atifà età ig atoi e.à áà E ,à l e p essio à desà liga dsà W tsà aà

fortement diminué. A E14, des cellules O4+ sont détectées dans la région dorsale de la moelle 

épinière (Shimizu et al., 2005). En 2009, Feigenson et al (Feigenson et al., 2009) aboutissent 

aux mêmes conclusions en utilisant des cultures primaires de cerveau de rat P1 traitées par 

W tà a.à Ceà liga dà di i ueà laà ua tit à d oligode d o tesà linisants (MBP) sans pour 

auta tàp o o ue àdeà a iatio àduà o eàd OPCà á B +) (Figure 20).à L effetàdeàW t aàestà

indépendant de processus apoptotiques ou prolifératifs. 

 

Figure 20 : Wnt3a  ralentit la différentiation des oligodendrocytes. A et B) Wnt3a (50 ng/ml) diminue le nombre 

de cellules marquées par GalC sans changer celles marquées par A2B5 (Immunohistochimique) dans une culture 

p i ai e de e eau de at P . C  W t a  g/ l  di i ue l’e p essio  de MBP da s u e ultu e p i ai e de 

cerveau de rat P1 (Feigenson et al., 2009). 
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Le traitement par Wnt 1 ou par Wnt 3a de cultures primaires de cellules gliales de 

souris enrichies e àOPCà eàsti uleàpasàl e p essio àdeàPLP.àE à e a he,àleà eàt aite e tà

sur une culture primaire de cellule gliale de souris enrichie en oligodendrocytes provoque une 

aug e tatio àdeà l e p essio àdeàPLP.àDes résultats similaires à ceux observés sur cultures 

primaires de cellules gliales de souris enrichie en oligodendrocytes sont constatés sur la lignée 

158N après traitement par Wnt1 (Tawk et al., 2011). Cette lignée oligodendrocytaire exprime 

les marqueurs spécifiques des oligodendrocytes ainsi que les protéines (PLP, MBP) et les 

lipides de la myéline (Feutz et al., 2001). 

Ces constations suggèrent que les ligands Wnts exercent un effet différentiel selon le 

stade de développement oligodendrocytaire. Ils pourraient ralentir la différentiation des OPC, 

aisà e fo e àl e p essio àdesàg esàdeàla myéline dans les oligodendrocytes matures.  

 

1.2.2. La -caténine 

Les souris dont la -caténine est mutée pour être constitutivement active (-Cat-CA) 

spécifiquement dans les cellules olig2+ (Fancy et al., 2009) ou les cellules CNPase+ (Feigenson 

et al., 2009) présentent également un retard dans la différentiation des oligodendrocytes et 

des cellules de Schwann. A P9/P15, le nombre de cellules PLP+ est réduit malgré une densité 

deà ellulesàolig +à ui ale tesàauàWT.àCesàa i au àsouff e tàd ata ie,àdeàt e le e tsàetà

d h po li isatio .àMaisà eàph ot peàestàt a sitoi e.àE àeffet, ces souris rattrapent leur 

eta dà deà diff e tiatio à auà ou sà duà d eloppe e t.à áà l geà adulte,à leà o eà

d oligode d o tes matures (Aspartoacylase+ (ASPA) etàPLP+ àetàd a o esà li is sàda sàlaà

moelle épinière est pratiquement identique à celui des WT (Figure 21). La surexpression de la 

-caténine ralentit donc la différentiation oligodendrocytaire mais ne l a olit pas. áàl i e se,à

les souris dont la -caténine est invalidée spécifiquement dans les cellules olig1+ connaissent, 

da sà laà oelleà pi i e,à u eà p se eà p o eà d oligode d o tes matures durant 

l e oge se (Ye et al., 2009). Cependant, il est à noter que la -caténine intervient dans 

plusieurs voies de signalisation (avec Akt par exemple). Il est donc hasardeux de relier ces 

observations à la voie Wnt uniquement. 
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Figure 21 : Les souris Cat-CA souff e t d’h po li isation durant leur développement mais rattrapent leur 

déficit à l’âge adulte. Image en microscopie électronique de coupes transversales de moelle épinière de souris 

WT ou surexprimant le -caténine spécifiquement dans les cellules olig2+, à P15 et P50 (Fancy et al., 2009). 

En revanche, dans les 158N la surexpression de la -caténine constitutivement active, 

g eà auà e teu à d e p essio à NL--caténine (NL : Nuclear Localization), provoque une 

aug e tatio àdeàl a ti it àt a s iptio elleàdeàPLP.àL effetà o t ai eàestàmis en évidence lors 

deàlaà du tio àdeàl e p essio àde la -caténine par siRNA (Tawk et al., 2011). 

Ici encore, comme dans le cas des ligands Wnts, nous pouvons penser à un impact biphasique 

de la -caténine lors du processus de différentiation oligodendrocytaire. 

 

1.2.3. Les constituants de la voie Wnt/-caténine 

Les constituants du complexe de dégradation de la -caténine 

L á i eà à faità pa tieà duà o ple eà p ot i ueà i pli u à da sà laà d g adatio à deà laà -

caténine. Cette dernière régule di e te e tàl e p essio àdeàl á i eà àafi àd assu e àu eà ou leà

de rétro o t ôle.à L á‘N à oda tà pou à l á i eà à està d te t à u i ue e tà da sà lesà OPCà

(Nkx2.2+) alors que la protéine Axine 2 est présente dans les oligodendrocytes (CC1+). Ceci 

pourrait indiquer que la voie Wnt/-caténine est active dans les OPC et éteinte dans les 

oligode d o tes.à L i alidatio àdeà l á i eà à hezà laà sou isà á i e KO àp o o ueàu à eta dà

dans la différenciation des OPC en oligodendrocytes. 
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Da sàleà e eauàsai àhu ai àetà u i ,àl á‘N àá i eà à est pas détectée. Cependant, 

en cas de lésions ou dans la pathologie de la sclérose en plaques, cet ARNm est détecté dans 

les OPC, suggérant une remise en marche de la voie Wnt/-caténine. Cette réactivation peut-

elle t eà lesà p issesà d u eà te tati eà deà pa atio ,à ouà ie à d u à lo ageà deà laà

différenciation ? 

Les sou isài alid esàpou àl á i e àet lésées par la lysolecithine présentent un retard 

dans la remyélinisation, retard provoqué par un délai plus important dans la différentiation 

des OPC (Nkx2.2+). Laàta k aseàestàu eàe z eà uiàp o eutàlaàd g adatio àdeàl á i eà àpa à

leà p ot aso e.à áp sà l sio s,à l i hi itio à deà etteà e z eà pa à XáV à a l eà laà

remyélinisation (Figure 22).àXáV à aàpasàd effetàto i ueàsu àlesàOPC.àIlà eà odifieà iàleu à

prolifération ni leur recrutement. Il ne fait u a l e  leur différentiation en 

oligodendrocytes (Fancy et al., 2011). 

 

 

Figure 22 : XAV39 accélère la remyélinisation après lésion de la moelle épinière par la lysolecithine. Image en 

microscopie électronique, à 10dpl (jour post lésion), de coupes transversales de moelle épinière de souris lésée 

par la lysolecithine et traité ou non par XAV39 (Fancy et al., 2011). 

 

L APC, comme Axine2, fait partie du complexe de dégradation de la -caténine. Les 

sou isàdo tàl e p essio àd áPCàaà t àdi i u e génétiquement (une seule copie fonctionnelle 

d áPC àp se te tàu eàe pression accrue de la -caténine. Comme attendu, ces animaux ont 

une remyélinisation post-lésionnelle plus lente que les souris WT (Fancy et al., 2011).  
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LRP6, Dvl et TCF3 

LRP6 et Dvl sont deux constituants clés de la voie Wnt/-caténine. La transfection des 

dominants négatifs de LRP6 (LRP6C) et de Dvl (Dvl-dn) inhibe fortement le signal Wnt (Tamai 

et al., 2000).àL e p essio àdeà esàdo i a tsà gatifs,àda sàlesà N,àp o o ueàu eàdi i utio à

deà l a ti it à t a s iptio elleà du promoteur PLP. La même réponse est observée après 

l i alidatio àpa tielleàdeà ha u àdesà uat eà fa teu sàdeà t a s iption (TCF1, LEF1, TCF3 et 

TCF4) dans les 158N. Chez le poisson zèbre, la mutation de TCF3 ou de LRP6 au démarrage de 

l e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà  day post fecondation (dpf)) empêche la mise en place 

deàl e p essio àdeàMPZ et PLP (Figure 23).  

 

Figure 23 : Effets de la perturbation de la voie Wnt/- at i e su  l’e p essio  du g e de la li e e t ale 

mbp et mpz. La mutation de TCF3 et l’i je tio  du do i a t gatif LRP6C provoque une inhibition de 

l’e p essio  de p et mpz (visualisé par hybridation in situ) chez le poisson zèbre à 3 et 5dpf (Tawk et al., 2011). 

 

TCF4 

L tude du rôle de TCF4 dans la différentiation oligodendrocytaire est très 

intéressante.àElleà o t eàlaà o ple it àd i te p tatio àdeà esà a is es. 

Hui Fu et al,àe à ,à a a t ise tà l e p essio àdeàTCF àda sàlaàzo eà e t aleàdeàlaà

moelle épinière de souris. A E13.5, ils détectent les ARNm codant pour TCF4. La protéine ne 

o e eà à t eàe p i eà ueàplusàta di e e t,à àE . .àL e p essio à a i aleàdeàTCF àseà

situeàe t eàP àetàP .àáàl geàadulte,àseule la substance grise exprime encore TCF4. Mais il 

est de nouveau exprimé dans la substance blanche à laàp iph ieàd u eà l sio ,à lieuàdeà laà
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remyélinisation (Fu et al., 2009).àCeàp ofilàd e p essio àestà e a ua leà a àilàseàsuperpose à 

eluiàd Olig à á‘Nà àE ,àp ot i eà àE . à(Lu et al., 2000). 

Fancy et al s a o de t avec Hu et al su à etteà i ti ueàd e p essio . Ils indiquent que 

hezàl ho eàetàlaàsou is,àTCF àestàe p i àpe da tàlaàphaseàjuvénile etàestàa se tà àl geà

adulte. Il ne sera réexprimé que lors du processus de remyélinisation post-lésionnel (Fancy et 

al., 2009). 

Les deux auteu sài di ue tà gale e tà ueàl e p essio àde ce facteur de transcription 

est strictement limitée aux cellules olig2+. En revanche, ils sont en désaccord sur les stades de 

différentiation de ces cellules. Hui Fu et al indiquent que 90% des cellules olig2+ exprimant 

TCF4 sont CNPase+. Les marqueurs de différentiation se recoupant, 30 à 50% de ces cellules 

sont NG2+ et 30 à 50% sont aussi MBP+. Donc TCF4 est majoritairement exprimé dans des 

oligodendrocytes prémyélinisants post-mitotiques (pas de colocalisation de TCF4 et de Ki67) 

(Fu et al., 2009). Fancy et al montrent que TCF à està e p i à ueà pa à lesà OPC puis u ilà

colocalise avec Olig1 nucléaire et PDGFR, contrairement aux cellules olig2+ exprimant les 

marqueurs oligodendrocytaires plus tardifs (PLP exon3b et Olig1 cytoplasmique) (Fancy et al., 

2009).  

La même année, Ye et al adoptent un point de vue intermédiaire. Cette étude montre 

ueàTCF à estàe primé que dans les cellules de la lignée oligodendrocytaire Olig2+. Aucun 

sig alàTCF à estàd te t à iàda sàlesàast o tesà iàda sàlesà eu o es.àTCF àestàp se tàda sàlesà

OPC PDGFR. Mais il est aussi exprimé, de façon encore plus importante, dans les 

oligodendrocytes différenciés CC1+ (Figure 24) (Ye et al., 2009). 
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Figure 24 : Rep se tatio  s h ati ue de la te po alit  d’e p essio  de TCF4 dans le lignage 

oligodendrocytaire selon les différents auteurs. Le i eau d’e p essio  de TCF  e  fo tio  du stade de 

différenciation des oligodendrocytes reste encore controversé. 

 

Ye et al et Hui Fu et al o tà tudi àlesà o s ue esàdeàl i alidation de TCF4 (TCF4KO) 

dans le lignage oligodendrocytaire de la moelle épinière respectivement à E17, 5 et à P0. Ces 

souris meurent rapidement après leur naissance. Les deux auteurs publient des résultats 

si ilai es.àCetteà i alidatio à aàau u à i pa tàsu à laà spécification des oligodendrocytes. La 

quantité de cellules Olig2+ et OPC PDGFR est identique à celle observée chez le WT. En 

revanche chez la souris TCF4KO, il est impossible de détecter des oligodendrocytes pré-

myélinisants (CNP+) et myélinisants (MBP+ et PLP+). TCF4 est donc un facteur de transcription 

essentiel pour la différentiation des oligodendrocytes (Ye et al., 2009) (Fu et al., 2009). 

Hui Fu et al ont également montré ueàl e se leàdesà ellulesàTCF +àdeà oelleà pi i eà

de souriceaux P5 et de culture mixte de cellules gliales présentaient un marquage nucléaire -

caténine intense. TCF4 serait, dans ce cas, un facteur de transcription positif (interaction avec 

la -caténine) pour la différentiation des OPC (Fu et al., 2009).  

 

1.2.4. Les HDACs 

Les histones deacetylases (HDACs) seà lia tà à l histo eà H à so tà i dispe sa lesà à

l e p essio àdesàg esàdeàlaà li e (Shen et al., 2005). Les souris spécifiquement invalidées 

pour les HDAC1 et  HDAC2 (dCKO) dans les oligodendrocytes (Cre: Olig1) souffrent de 
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tremblements sévères causés par une hypomyélinisation du SNC. Elles meurent vers leur 12ème 

jour post natal. A E12.5, des cellules Olig2+ sont présentes dans la zone ventrale de la moelle 

épinière. En revanche à E16.5, on ne détecte aucun OPC PDGFR, NG2+ ou 

d oligode d o tes exprimant les ARNm de PLP ou MBP. Ce déficit persiste chez ces souris 

même pendant la vie post natale. A partir de cultures primaires de cortex embryonnaire dCKO, 

ilàestàpossi leàd o te i àu eà ua tit àd OPCàPDGF‘ identique à celle des WT. Mais ces OPC 

sont incapables de poursuivre leur différentiation. 

LesàdCKOà o tàau u eàa o alieàtou ha tàlesà oto eu o esàou les astrocytes. HDAC1 

et 2 sont donc importantes pour la spécification et la différenciation des oligodendrocytes (Ye 

et al., 2009). 

Yin Yang 1 (YY1) est un facteur de transcription interagissant avec HDAC1 et 2 

spécifiquement dans les oligodendrocytes. Les souris KO YY1 (Cre: CNP) souffrent à P14 de 

t e le e tsàetàd ata ie.àCe iàestà aus àpa àu àd fautàdeàdifférenciation oligodendrocytaire. 

Cesà a i au à o tà u eà e p essio à d ID  (protéine inhibant l e p essio à desà g esà deàMBPà

(Gokhan et al., 2005)) et de TCF4 supérieure à celle observée chez les WT. Les promoteurs de 

ces 2 gènes contiennent des sites de liaisons pour YY1. Les expériences d i u op ipitatio à

de la chromatine (ChIP) montrent que la liaison de HDAC1 sur ces sites augmente au cours de 

la différentiation, ce qui provoque une diminutio à deà l e p essio à deà TCF  età d ID4, 

pe etta tàai siàl e p essio àdeàMBP (Figure 25) (He et al., 2007). 

 

Figure 25 : YY  et HDAC /  pe ette t l’e p essio  de MBP e  p i a t elle d’Id4 et de TCF4 (He et al., 2007). 

Id  et TCF  p i e t la diff e iatio  des OPC e  i hi a t l’e p essio  de MBP. 
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Les HDAC1/2 régulent négativement la voie Wnt/-caténine. En effet, les cultures 

primaires de cortex embryonnaire dCKO présentent une quantité élevée de -caténine 

nucléaire active en comparaison des WT. Le traitement de ce type de culture primaire par 

W t aà aug e teà l e p essio à d ID à età ID .à Deà e, la transfection des cellules Human 

Cortical Neuronal (HCN) ellulesà e o uesà o eà od lesà d tudesà pou à tudie à laà

différentiation des oligodendrocytes (Hsieh et al., 2004)) pa à leà e teu àd e p essio àdeà laà

-caténine constitutivement active (N98 - at i e àaug e teàl a ti it àt a s iptio elleà

des promoteurs ID4 et ID2; et elle diminue celle de MBP. La cotransfection de HDAC1 ou 2 

empêche les effets de la -caténine sur ces promoteurs. Mais ces protéines sont incapables 

d i te agi àdi e te e tàe se le.àYeàet al proposent un modèle où la -caténine et les HDAC1 

età àso tàe à o p titio àafi àd i te agi àa e àTCF .à“iàl uili e est en faveur de la -caténine, 

la différentiation oligodendrocytaire est alors i hi eà pa à l e p essio à d ID à età ID .à “ià lesà

HDAC1 et 2 dissocient ou diminuent le complexe TCF4/-caténine, les oligodendrocytes 

peuvent poursuivre leur différentiation (Figure 26) (Ye et al., 2009). 

 

Figure 26 : Compétition entre la -caténine et les HDAC1/2 pour la liaison avec TCF4. Inspiré de (Li and 

Richardson, 2009). L’e p essio  des g es de la li e d pe d de la ua tit  d’ID / , odul e pa  la ala e 

entre la -caténine et Groucho/HDACs. 

 

1.2.5. Contrôle du cycle cellulaire 

Deux évènements sont nécessaires au processus de différentiation oligodendrocytaire. 

Leàp e ie àestàl e p essio àdesàfa teu sàdeàt a s iptio àpositifsàetà gatifsài pli u sàda sà eà

mécanisme. Le se o dàestàu eàso tieàduà leà ellulai eàafi àd a te àlaàp olif atio àdesàOPC 

(Durand et al., 1998). Wnt semble impliqué dans ces deux évènements (le premier étant 

abordé dans la partie ci-dessus .àBie à ueà e tai esà tudesài di ue tà ueàW tà aàau u àeffetà
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sur la prolifération de ces progéniteurs (Shimizu et al., 2005) (Feigenson et al., 2009), d aut esà

articles prouvent le contraire.  

Dans les OPC, les ligands Wnt ainsi que PDGFR (grâce à la phosphorylation de LRP6 

et de GSK3) augmentent la quantité de -caténine active. Celle- iàfa o iseàalo sàl e p essio à

de la cycline D1 permettant ainsi leur prolifération. 

Le facteur de transcription Sox17,àdo tàleàpi àd e p essio àda sàleà orps calleux de rat 

seà situeà à P ,à p o eutà l a tà duà leà ellulai eà desà OPCà età sti uleà l a ti it à

transcriptionnelle du promoteur du gène MBP (Sohn et al., 2006). Pour ce faire Sox17 inhibe 

la -caténine en:  

 aug e ta tàl e p essio àdeà“‘FP à “e etedàF izzeled-related protein 1), antagoniste 

des ligands Wnt sur le récepteur Frizzled 

  activant la GSK3, phosphorylant ainsi la -caténine 

 se complexant à la -caténine afin d e p he àl e p essio àdeàlaà li eàD   

En o s ue e,à l e p essio à deà laà li eà D à està di i u e,à leà leà ellulai eà està a t à

annonçant la fin de la phase proliférative et le début de la phase de différentiation (Chew et 

al., 2011). 

Les cellules NG2+ de la substance blanche du cervelet de souris se divisent et se 

différencient plus rapidement en oligodendrocytes que les cellules NG2+ de la substance grise 

corticale. Ceci est dû àu eàse si ilit àplusà i po ta teà à l a tio àp olif ative du facteur de 

croissance PDGF grâce, entre autre à la voie Wnt/-caténine (Hill et al., 2013). La voie Wnt/-

caténine exerce également un effet prolifératif intense sur les cellules NG2+ de la zone sub 

épendymaire  (ZSE) (Ortega et al., 2013). 

 

1.2.6. La spécification 

Les NPC (Neural Precursor Cell) sont des cellules souches pouvant se différencier en 

neu o es,à ast o tesàetàoligode d o tes.à L i fe tio àdeà esà p u seu sà pa à u à t o i usà

codant pour la forme active de la-caténine, favorise leur différentiation en neurones 

(Tubuline III+). Ces derniers expriment des ligands de la famille des TGF: les BMPs. Grâce à 
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son action paracrine, ce facteur de croissance permet la différentiation des NPCs en astrocytes 

(GFAP+). En revanche, il inhibe la différentiation de ces précurseurs en oligodendrocytes 

(PLP+, MBP+). La- at i e,àpa àu à a is eàd a tio ài di e tàfaisa tài te e i àlesàBMPs,à

empêche la différentiation des NPCs en oligodendrocytes  (Figure 27) (Kasai et al., 2005). 

 

Figure 27 : La surexpression de la -caténine constitutivement active influe sur le devenir des NPCs. La 

suractivation de la -caténine dans les NPCs induit leur différenciation en neurones. Par la sécrétion de BMP, ces 

derniers favorisent la différenciation des NPCs en astrocytes et inhibent la différenciation des NPCs en 

oligodendrocytes. 

 

Chez la souris adulte, la ZSE est connue pour être une région riche en NPCs. Les NPCs 

de sa région ventro-lat ale,àe p i a tàu à i eauà le àdeàBMP,àso tà àl o igi eàdesà eu o esà

et des astrocytes du bulbe olfactif. La région dorsale exprime quant à elle les constituants de 

la voie Wnt ainsi que ses ligands canoniques comme Wnt3. Les NPCs de cette région sont à 

l o igi eàdesàoligode d o tesàetàdesàast o tesàduà o psà alleu ,àdeàlaàsu sta eà la heàduà

striatum et du forni à hezàl adulte. 

Le traitement par Wnt3a de cultures primaires issues de la région dorso-latérale de la 

ZSE ou la surexpression de Wnt3 grâce à un lentivirus injecté dans la ZSE augmente la quantité 

deà p u seu sà d oligode d o tesà NG +,à Olig +à età PDGF‘+). Cet effet pro 

oligodendrocytaire est causé par un raccourcissement de leur cycle cellulaire grâce à 

l e p essio àdeàlaà li eàD .àLesàliga dsàW tsà a o i ues ont donc un effet prolifératif sur les 

cellules NG2+ de la ZSE. 
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Par contre,àl ad essageàduàle ti i usà oda tàpou àTCF àdans la région dorsale de la ZSE 

p o o ueàu eà aisseàduà o eàd oligode d o teàOlig +,àPDGF‘+ (Ortega et al., 2013). 

Chez le poisson zèbre, les pMN (précurseurs de motoneurones) sont des cellules gliales 

radiales exprimant Olig2+. Dans la zone ventrale de la moelle épinière ces cellules sont à 

l o igine des motoneurones et des OPCs (Lu et al., 2000). Les pMN expriment également le 

epteu àF izzledà aà Fz a .àL i alidatio àdeà eà epteu àpar un oligomorpholino spécifique 

provoque une diminution de leur pouvoir prolifératif ainsi que leur désorganisation spatiale. 

Ilàe à sulteàu eà aisseàduà o eàd OPCs (Sox10+) et de motoneurones secondaires SMNII. 

Fz8a semble donc jouer un rôle déterminant dans la spécification et la maturation des pMN 

en OPCs (Kim et al., 2008). 

 

1.2.7. Le Lithium et autres inhibiteurs de la GSK3 

La GSK3 est une enzyme jouant un rôle clé dans la destinée cellulaire grâce à son 

interaction avec de nombreuses voies de signalisation contrôlant la prolifération et la 

diff e tiatio .à L a ti it à deà etteà e z eà peutà t eà odul eà gati e e tà pa à e taines 

molécules comme le Lithium chloride ou ARA- .àL administration de ces inhibiteurs in 

vivo dans le ventricule latéral de souris ou dans le milieu de culture de tranches 

organotypiques de nerf optique de souris (P7-P11) provoque une multiplication du nombre 

d OPCs PDGFR+àetàd oligode d o tesà li isa tsàMBP+.àL i hi itio àdeàlaàG“K  stimule 

la prolifération et la survie des OPCs grâce notamment à une augmentation de la -caténine 

nucléaire dans les OPCs Sox10+. Le ligand canonique Wnt3a empêche la différentiation des 

oligode d o tes.àCetàeffetàestàl i e seàdeà eluiào se àa e àlesài hi iteu sàdeàlaàG“K . Il 

est important de noter que ces inhibiteurs annulent l effet de Wnt3a sur les oligodendrocytes. 

Donc contrairement aux OPCs, dans les oligodendrocytes plus tardifs l a tio àduàlithiu àouàdeà

ARA-014418 serait indépendante de la voie Wnt/- at i e.à L i hi itio à deà laà G“K  

aug e teàl a ti it àdeàC‘EB (C-AMP Response Element-binding protein) et diminue celle de 

Notch. Ces deux facteurs de transcription sont connus pour respectivement induire et 

réprimer la différentiation et la myélinisation des oligodendrocytes (Figure 28) (Azim and Butt, 

2011). 
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Figure 28 : Effets multiples des inhibiteurs de la GSK3 sur la lignée oligodendrocytaire. Les inhibiteurs de la 

GSK3 influencent divers processus de la myélinisation en modulant plusieurs voies de signalisations. 

 

Chez le poisson z e,àl i hi itio àdeàlaàG“K  par le 6-bromoindirubin- -oxime (Bio) 

et par le lithium provoque une importante apoptose des OPCs Sox10+ de la moelle épinière 

entrainant in fine u eà du tio àduà o eàd oligode d o tesà li isa tsàDM +à(Kim et 

al., 2008). 

 

1.3. Rôles de la voie Wnt/-caténine dans les cellules de Schwann 

 

1.3.1. Expression des composants et activité de la voie Wnt/-caténine 

Les constituants ainsi que les ligands de la voie Wnt/-caténine sont exprimés par les 

CS du nerf sciatique de souris. Cette expression débute précocement (E12.5) et se poursuit au 

cours du développement. 

Grâce à la souche de souris transgéniques Axin2-lacZ, il a été montré que la voie 

Wnt/- at i eàe dog eàa aitàu àpi àd a ti it ,àda sàlaàCS,àdu a tàlaàp iodeàfœtale tardive 

(E15.5-E17.5)(Grigoryan et al., 2013). Deàplus,àlesà i eau àd e p essio àdesàá‘N àdesàliga dsà

Wnts, dans le nerf sciatique, sont directement corrélés avec ceux des gènes de la myéline 

périphérique (Tawk et al., 2011). 
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1.3.2. La voie Wnt/-caténine est essentielle à la myélinisation 

Le rôle clé de la voie Wnt/-caténine dans la myélinisation du SNP a été démontré pour 

laàp e i eàfoisà hezàleàpoisso àz e.àLaàpe tu atio àdeà etteà oieàlo sàdeàl i itiatio àdeàlaà

myélinisation à 2dpf, grâce à la construction du mutant transgénique hsTCF3-GFP (où la -

at i eà està i apa leà d i te agi à a e à leà TCF à ut à ap sà u à ho à the i ue  ou par 

l i je tio àduàdo i a tà gatifàLRP6C,àp o o ueàu eài hi itio àdeàl e p essio àduàg e de 

la myéline périphérique MBP et un arrêt de la formation de la gaine de myéline autour de 

l a o e, aboutissant à une gaine décompactée (Figure 29) (Tawk et al., 2011). 

 

 

Figure 29 : Effets de la perturbation de la voie Wnt/- at i e su  l’e p essio  du g e de la li e 

périphérique mbp. La mutation de TCF3 et l’i je tio  du do i a t gatif LRP C provoque une inhibition de 

l’e p essio  de p isualis  pa  h idatio  i  situ  hez le poisso  z e à  et 5dpf (Tawk et al., 2011). 

 

Co eà ousàl a o sà uàp de e t,àle destin des CS immatures dépend de leur 

asso iatio àal atoi eàa e à lesàa o es.à “ià leàdia t eàdeà l a o eàestà sup ieur à 1m, la CS 

immature évoluera en CS myélinisante. E à e a he,àsiàleàdia t eàdeàl a o eàestài f ieu à à

1m, la CS englobera plusieurs axones afin de former des Remake bundles non myélinisants. 

Ce processus est appelé ségrégation unitaire (radial sorting). La voie Wnt/-caténine joue un 

ôleài po ta tàda sà etteà tape.àE àeffet,àlesàsou isàdo tàl e p essio àdeàlaà-caténine a été 

fortement diminuée (LOF) dans les CS présentent un retard dans la réalisation de la 

ségrégation unitaire ai sià u u à o eà le àde Remake bundles. Au contraire, les nerfs 

sciatiques desàsou isàdo tàl e p essio àdeàlaà-caténine a été fortement augmentée (GOF) ne 

contiennent que peu de Remake bundles. La majorité des axones de large diamètre de ces 

souris ont réalisé leur ségrégation unitaire de manière précoce. La -caténine est donc 
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primordiale pour la ségrégation unitaire et favorise la maturation des CS immatures en CS 

myélinisantes. 

Mais il est à noter que malgré ces différences, les souris LOF et GOF ont une la gaine 

de myéline plus fine que celle des WT. Il est également intéressant de constater que le profil 

d e p essio àdesàg es exprimés spécifiquement dans la CS mélinisante (P0, PMP22,Prx) est 

ide ti ueà ueàl o àsu e p i eàouài alideàlaà-caténine (Figure 30) (Grigoryan et al., 2013). 

 

Figure 30: Expression des ARNm de différents marqueurs de la myélinisation dans le nerf sciatique des souris 

LOF et GOF (Grigoryan et al., 2013). Le i eau d’a ti atio  de la - at i e odule l’e p essio  des marqueurs 

de différenciation de la CS. 

 

Alors que la littérature commence à s toffe  sur les rôles de la voie Wnt/-caténine 

dans le SNC, elle est encore pauvre concernant le SNP. Cependant dans tous les cas, nous 

pouvons noter que ses rôles sont multiplesàetàpa foisà o t adi toi esàselo à ueàl o àseàsitueà à

diff e tsàstadesàdeàdiff e tiatio .àDeàplus,à ousà o e ço sà àpe e oi à u u eà gulatio à

fine de la -caténine est nécessaire. Ceci est difficilement conciliable avec les techniques 

d tudesàsouvent trop grossières. 

 

2. Les oxystérols 
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Les oxystérols sont des dérivés oxydés du cholestérol. Comme lui, ils sont composés 

de 27 atomes de carbone et possèdent un noyau stérol (Figure 31). Ils se forment soit 

rapidement par auto-oxydation du cholestérol soit ils sont synthétisés par des enzymes 

appartenant pour la plupart à la famille des cytochromes P450. Les oxystérols sont 

d i po ta tesà ol ulesàdeàsig alisatio àpour laà gulatio àdeàl e se leàdu métabolisme du 

cholestérol, des acides biliaires et des hormones stéroïdiennes. Cependant, ces composés 

peuvent aussi être considérés comme toxiques, renforçant ou engendrant certaines 

pathologiesàpa àe e pleà l ath os le ose.à L o datio àduà holeste olà peutà a oi à lieuà su à leà

noyau stérol et plus particulièrement sur les positions 4, 5, 6 et 7. Les oxydations peuvent 

également se produire sur la chaine latérale du cholestérol aux positions  22, 24, 25 et 27. 

Cependant, dans ce chapitre nous nous intéresserons seulement à ces derniers et aux 

oxystérols formés par l o datio àduà a o eàe àpositio à àduà holest ol. 

 

 

Figure 31 : Les oxystérols  sont des dérivés oxydés du cholestérol (Björkhem, 2002). Ces oxydations ont lieu soit 

au niveau de la chaîne latérale carbonnée soit au niveau des cycles. 

2.1. Formation des oxystérols 
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2.1.1. Les oxystérols de la chaine latérale 

L auto-oxydation de la chaine latérale du cholestérol est un phénomène marginal. En 

effet, cette dernière se situe dans la région hydrophobe des lipoprotéines. Elle se trouve ainsi 

protégée de ce processus. La production des oxystérols tels que le 27-hydroxycholestérol 

(27OH), le 24(S)-hydroxycholestérol (24(S)) ou le 25-hydroxycholestérol (25OH) est donc 

principalement la résultanteàd u eào datio àe z ati ue.àáàchacun de ces trois oxystérols 

est associé une enzyme spécifique permettant leur formation. La 27-hydroxylase (CYP27A1) 

est ainsi responsable de la synthèse du 27OH. Le CYP46A1, aussi appelé 24-hydroxylase, est 

connu pour catalyser la formation du  24(S). Le 25OH est quant à lui généré par la 25-

hydroxylase, une enzyme n appa te a tà pas,à o t ai e e tà au à à aut es,à à laà fa illeà desà

CYP450. Mais il est à noter que le 25OH peut aussi être produit, de façon minoritaire par 

chacune des enzymes précédemment citées (Russell, 2000). 

2.1.2. Le 7 ketocholestérol 

Le 7 ketocholestérol (7KC) est parmi les oxystérols les plus abondants deàl o ga is e.à

Il est présent en forte quantité dans les pla uesàd ath os l oseà (Brown et al., 1997) ainsi 

que dans la rétine (Rodriguez and Fliesler, 2009). Cependant, sa fonction reste à ce jour assez 

méconnue. 

Le KCàdiff eàduà holest olàpa à laàp se eàd u àg oupeà to eàfo tio elàsu à le 

carbone en position 7 (cycle B). Les origines de sa formation sont confuses. Cependant nous 

sa o sà u ilàpeutà t eàs th tisé selon au moins 3 mécanismes:  

 á so ptio à ali e tai e:à leà KCà està leà p i ipalà o st olà fo à pa à l o datio à duà

cholestérol présent dans les aliments (Nielsen et al., 1995). Il peut être absorbé par les 

entérocytes et transporté par les chylomicrons (Vine et al., 1997). Cependant, le 7KC est 

rapidement métabolisé dans le foie (Erickson et al., 1977) afi àd t eà li i àda sàlaà ile.àái si,à

leàtau àdeà KCàp o e a tàdeàl ali e tatio àpa a tà t eà gligea le. 

 Oxydation enzymatique: plusieurs enzymes permettent la synthèse du 7KC. La 7-

hydroxycholestérol déshydrogénase (7-HD) catalyse la conversion du 7ou 

7-hydroxycholestérol en 7KC (Song et al., 1998).àLeà i eauàd e p essio àdeà etteàe z eàestà

variable selon les espèces. Elle est exprimée à un niveau important chez le hamster, à un taux 

od à hezàl ho eàetàestàa se teà hezàleàlapi , la souris et le rat. Cette distribution est 
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étroitement corrélée avec les degrés de résistance de ces espèces à la 2,3,7,8-

tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) (Savouret et al., 2001). Le cytochrome P450 7A1, appelé 

aussi 7-h d o laseàestà l e z eà l àdeà laà oieà lassi ueàdeà s th seàdesàa idesà iliai es.à

Cette enzyme permet également la formation du 7KC à partir du 7-déshydrocholestérol, 

précurseur du cholestérol et de la vitamine D3. áfi àd assu e àu à a is eàdeà t o o t ôle,à

le 7KC inhibe en retour la 7-hydroxylase (Shinkyo et al., 2011). La 11-hydroxystéroïde 

déshydrogénase de type 1 (11-HSD1) est connue pour réduire la cortisone en cortisol (Nobel 

et al., 2001). Mais son action sur le 7KC est ambigüe. In vitro, cette enzyme catalyse les 

interconversions du 7-hydroxycholestérol, 7-hydroxycholestérol et du 7KC. En revanche, in 

vivo, la 11-HSD1 fonctionne seulement comme une réductase. Elle convertit ainsi le 7KC en 

7-hydroxycholestérol ou 7-hydroxycholestérol (Schweizer et al., 2004). 

 áuto datio :àIlàse leà ueàl auto datio àsoitàleàp i ipalà a is eàdeàfo atio à

du 7KC. Le 7-h d ope o holest olà està fo à pa à l a tio à deà adi au à li esà su à leà

cholestérol. Le 7-hydroperoxycholestérol se décompose ensuite en 7-hydroxycholestérol, 

7-hydroxycholestérol et en 7KC (Girotti et al., 2002). 

 

Tableau 3 : Les enzymes impliquées dans la synthèse des oxystérols mentionnés ci-dessus. 

2.2. Rôle des oxystérols dans le système nerveux 

 

2.2.1. Homéostasie du cholestérol 

Alors que le cholestérol est incapable de franchir la barrière hémato-encéphalique, les 

oxystérols passent aisément les membranes cellulaires et se conjuguent facilement avec les 

http://fr.wikipedia.org/wiki/2,3,7,8-t%C3%A9trachlorodibenzo-p-dioxine
http://fr.wikipedia.org/wiki/2,3,7,8-t%C3%A9trachlorodibenzo-p-dioxine
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lipoprotéines. La conversion du cholestérol en oxystérols est donc primordiale pour son 

excrétion cellulaire. Les deux principaux oxystérols impliqués dans ce mécanisme de transport 

sont le 24(S) (majoritairement) et le 27OH. Une fois la barrière hémato-encéphalique franchie, 

ils sont dirigés vers le foie pour y être dégradés. Les oxystérols, naturels ou synthétiques 

(comme le T0901317), activent également certains gènes relatifs à l ho ostasieà duà

cholestérol tels que les transporteurs du type ATP binding cassette (ABC) (ABCA1, ABCG1, 

áBCG à ouà e o eà deà l apolipoprotéine E (ApoE).à Ce ià pe età d augmenter la sortie du 

cholestérol du SNC (Whitney et al., 2002) (Fukumoto et al., 2002) (Liang et al., 

2004)(Koldamova et al., 2005) (Abildayeva et al., 2006). 

 

2.2.2. Effets toxiques des oxystérols 

Le 24(S) a été montré comme étant toxique dans un modèle cellulaire de 

neuroblastome humain (Kölsch et al., 1999). Il peut également i dui eà l e p essio à deà

plusieurs gènes pro-inflammatoires dans des cocultures de cellules gliales et de neurones 

(HCN) (Alexandrov et al., 2005) comme la COX-2, une cyclo-oxygénase qui catalyse la 

formation de prostaglandines (hormones pro-inflammatoires) à pa ti à deà l a ideà

arachidonique. 

Pa àailleu s,àilàaà t à gale e tà appo t à ueàd aut esào st olsà o eàleà -OH, le 

22(R)-hydroxycholestérol (22(R)) ainsi que le 7-hydroxycholestérol ont de puissants effets 

neurotoxiques sur la lignée neuronale PC12 (Chang and Liu, 1998) (Chang and Liu, 1997). 

Il convient cependant de préciser que ces études ont été réalisées sur des cultures cellulaires 

traitées par des concentrations le esàd o st ols (50 µM). 

Le 25-OH (10 µM) provoque également la mort de la lignée oligodendrocytaire 158N par 

apoptose via un mécanisme indépendant des LXR (Liver X Receptor). Cependant, ces 

o pos sài duise t,àpa àleà iaisàdeàl a ti atio àduàLX‘àetàdeàPXR (Pregname X Receptor) la 

secretion de la phospholipase A2 de type IIA qui exerce un role protecteur partiel sur ces 

cellules (Trousson et al., 2009). 
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2.2.3. Effets bénéfiques des oxystérols 

A contrario des effets toxiques précédemment cités, le 7-hydroxycholestérol et 7-

hydroxycholesteryl-3-oléate ont des effets bénéfiques après hémisection de la moelle 

pi i e.à E à effet,à esà o st olsà stoppe tà laà p olif atio à età l a ti it à ast o tai e 

(astrogliose). Les axones sérotoninergiques provenant de la partie médullaire intacte 

colonisent alors laàzo eàl s eàafi àd assu e àsaàréinnervation. (Giménez y Ribotta et al., 1995). 

 

2.3. Implication des oxystérols dans les maladies neurodégénératives 

 

Les oxystérols sont impliqués dans plusieurs maladies neurodégénératives dont la maladie 

d álzhei e ,àlaàs l oseàe àpla uesàetàl ad oleu od st ophie. 

 

2.3.1. Maladie d’Alzhei e  

Le lien entre laà aladieàd álzhei e à AD) et le cholestérol semble clairement établi. 

Desà tudesào tà o t à ueàleà is ueàdeàd eloppe àl áDàestà duità hezàlesàpatie tsàa a tà eçu 

un traitement hypolipémiant (Wolozin et al., 2000). De plus, des dérégulations touchant 

plusieurs gènes contrôlant l ho ostasieà duà holest olà ápoE, ABCA1, LXR… à so tà

considérées comme des fa teu sàdeà is uesàdeàl áDà(Puglielli et al., 2003). En revanche, le rôle 

p op eà desà o st olsà da sà l áDà està eau oupà plusà contradictoire. Certaines études leur 

attribuent un effet to i ueàalo sà ueàd aut esàrévèlent un effet bénéfique voire un potentiel 

thérapeutique. Cette opposition est sans doute en partie causée par le grand nombre de 

composés constituant la famille des oxystérols et donc leurs hétérogénéités de structure et 

deà a is esàd a tio .àPou àajoute à àlaàcomplexité, il est également important de préciser 

ueà esà ol ulesàpeu e tàs i te o e ti .à 

Alors que leà ela gageàdeà “ àduà e eauàdi i ueàa e àl ge,àlesà i eau àdeà “ àda sà

leà plas aà età leà li uideà phalo a hidie à so tà aug e t sàda sà lesà p e ie sà stadesàdeà l áDà

(Papassotiropoulos et al., 2002) (Lütjohann et al., 2000). Néanmoins, le niveau plasmatique de 

24(S) est réduit dans les stades plus avancés (Bretillon et al., 2000) (Papassotiropoulos et al., 
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2000). Cela pourrait laisser penser que la quantit àd o st olsà eflète leà o eàetàl tatàdesà

neurones. 

Dans un cerveau sain, CYP46A1 et CYP27A1 sont situées dans les neurones et les 

astrocytes. CYP27A1 est également localisé dans les oligodendrocytes. Les cerveaux de 

patie tsà souff a tàd áDà o t e t une localisation différente de ces enzymes. CYP46A1 est 

majoritairement exprimée dans les astrocytes et autour des plaques amyloïdes, alors que 

l e p essio àdeàCYP á àestàdi i u eàda sàlesà eu o esà aisàfo te e tàaug e t eàda sàlesà

oligodendrocytes. Cetteàe z eà estàpasàd te t eàautou àdesàpla uesàa loïdesà(Brown et 

al., 2004). 

L áDàestà a a t is e par la synthèse, de peptides amyloïde (A) formant des plaques 

séniles et par une accumulation de protéines Tau hyper phosphorylées, aboutissant in fine à 

une mort neuronale (Hardy and Selkoe, 2002). Aestàfo àpa àleà li ageàs ue tielàd áPPà

(amyloïde precursor protein) par les enzymes  et -secretases (Thinakaran and Koo, 2008). 

Le peptide A,àto i ueàda sàlesà eu o esàdesàpatie tsàattei tsàd álzhei er, se lie au 

cholestérol et catalyse son oxydation en 7-hydroxycholestérol, considéré ici comme très 

toxique.àCe iàpou aità o t i ue à àlaàpe teà eu o aleào se eàda sàl áD (Nelson and Alkon, 

2005). De plus, une autre étude indique que dans les HCN, leà “ àa ti eàl e p essio àdeàl APP 

(Alexandrov et al., 2005) eà uiàlaisseàpe se à u u eàaug e tatio àdeàlaà ua tit àdeà e tai sà

oxystérols dans le cerveau aurait un effet délétère. Il a été également montré que le 22(R) et 

le T0901317 augmentent la sécrétion de A et p o eu e tà l e p essio  de ABCA1 dans la 

lignée de neuroblastome A2 (Neuro A2) (Koldamova et al., 2005). 

Néanmoins, la surexpression de la Cyp46A1 (multipliant ainsi par deux la quantité de 

24(S)) da sà leà e eauà deà sou isà od leà d áD,à pa à l utilisatio à deà e teu sà le ti i au ,à

provoque la diminution de la production de peptides A et de plaques amyloïdes dans 

l hippo a peàetàleà o te à al(Hudry et al., 2010). L efflu àdeà holest olà al,àpar le 

biais de sa transformation en 24(S) semble donc bénéfique da sà l áD. Le 24(S) augmente 

gale e tà l e p ession, dans le réticulum endoplasmique (RE), de la protéine chaperonne 

GRP78 (Glucose Regulated P otei à .àCetteàp ot i eàseà o ple eàa e àl áPP et la séquestre 

dans le RE, empêchant ainsi l a tio àdesà et -secretase et donc la formation de A (Urano 

et al., 2013). Nous ne pouvons pas non plus exclure un effet bénéfique direct du 24(S) par 
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l i te diai eàdesà epteu sà u l ai esàouà e a ai es. En effet, le 24(S) mais aussi le 

OHàetà OHàe àa ti a tà l e p essio àd áBCG àg eà à leu àa tio  sur le LXR protège le 

modèle cellulaire de neuroblastome humain SH-SY5Y de la mort cellulaire provoquée par le 

7KC (Okabe et al., 2013).àL i alidatio àdeàLX‘ ou LXR chez les souris transgéniques APP23 

u à od leà u i à d áD à p o o ueà u eà aug e tatio à desà dépôts amyloïde (Zelcer et al., 

2007). L AD est aussi caractérisée par une activation inflammatoire microgliale et neuronale. 

L a ti atio àdeàLX‘àpa àT 901317 diminue cette inflammation causée pa àlesàd pôtsàd á (Cui 

et al., 2012). 

 

2.3.2. Sclérose en plaques 

La sclérose en plaques (MS) est une maladie chronique, inflammatoire et 

démyélinisante du SNC. Les causes de cette maladie sont mal connues ; néanmoins elles 

semblent être multifactorielles (facteurs génétiques, facteurs environnementaux et un facteur 

d le ha tàdeàlaà aladie .àC estàu eà aladieàauto-immune dans laquelle des lymphocytes 

sont activés, passent la barrière hémato-encéphalique, attaquent les oligodendrocytes et 

provoquent une démyélinisation des fibres nerveuses du SNC. 

Lesà i eau àd o st olsàso tàaussiàalt sà hezàlesàpatie tsàattei tsàde MS. Leoni et al 

ont montré une augmentation du niveau de 24(S) plasmatique chez les patients les plus jeunes 

ai sià u u eàdi i utio à hezàlesàpatie tsàlesàplusà g sàdeàfaço àsi ilai eà à eà uiàestào se à

hezà lesàpatie tsàattei tsàdeà l áD (Leoni et al., 2002). Mais une autre étude a montré une 

diminution de 24(S) chez les patients atteints de la forme primaire progressive ainsi que chez 

des patients âgés atteints de la forme progressive récurrente (Teunissen et al., 2003). 

La maitrise de la réponse inlammatoire, notamment des Th (T cell helper) 1 et Th17, 

est primordiale dans la perspective thérapeutique de cette maladie. L EáEà e pe i e talà

autoimmune encephalomyelitis) permet de modéliser la MS chez la souris. L a ti atio àdesà

LXRs par T0901317 ou GW3965 permet de diminuer la réponse inflammatoire et donc la 

sévérité de l attei te.à L a ti atio à desà LX‘sà pe età d aug e te à l e p essio à deà SREBP1. 

Celui-ci interagit alors avec AhR pour empêcher son action sur le promoteur du gène 

l i te leuki eà à IL- .àL a ti it àt a s iptio elleàdeà eàg eàs e àt ou e inhibée et donc la 

réponse inflammatoire des Th17 réduite (Cui et al., 2011). 
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2.3.3. L’ad oleu od st ophie 

L ad oleu od st ophieà li eà à l Xà áLDX àestàu eà aladieàd li isa teà aleà

grave, causée par une déficience de production de la protéine peroxysomal 

adrenoleukodystrophy (ALDP), codée par le gène ABCD1. Cette affection est liée à un déficit 

de la fonction peroxisomale avec accumulation d'acides gras saturés à très longue chaîne. 

Cette accumulation entraîne une neuro-inflammation qui aboutit à la perte des 

oligodendrocytes et de la myéline (Singh et al., 2009). Cesàa idesàg asàlo gsàso tà àl o igi eà

d u eàaug e tatio àdeàla quantité de 7-hydroxycholestérol et du 7KC. Ces derniers, à 20 

µM, o tà t à o t sà o eàpou a tàp o o ue àl apoptoseàdesàoligode d o tes.àEn effet, le 

KCà aàdi i ue àlaà ua tit àd áKTàa tifà phospho l .àCelaàp o o ueàu eàaug e tatio àdeà

GSK3 actif entrainant une dégradation accrue de la protéine Myeloid cell leukemia sequence 

1 (MCL1) par le protéasome. BAX (Bcl-2–associated X protein) et BAD (Bcl-2-associated Death 

promoter protein) sont alors libérés, provoquant une diminution du potentiel membranaire 

mitochondrial etàu eàa ti atio àdeàlaà aspaseà àa outissa tà àl apoptoseàdesà Nà(Ragot et 

al., 2013). 

 

2.4. Les Liver X Receptors (LXRs) 

 

Lesàeffetsàdesào st olsàs e e e tà iaàlaàfa illeàdesàO“BP-proteins (Oxysterol-Binding 

Related-Protein), ou par le bias de leurs récepteurs nucléaires LXR et LXR (Liver X Receptors 

 and ) ou indirectement par le biais de la modulation deà l a tio àdu Aryl hydrocarbon 

Receptor (AhR) (Savouret et al., 2001). Les LXR et AhR seront au centre de notre intérêt dans 

la suite de ce manuscrit. 

 

Le LXR (ou NR1H3) et le LXR (ou NR1H2) ont été clonés grâce à leur homologie de séquence 

a e àd aut esà epteu sà u l ai esà(Willy et al., 1995) (Shinar et al., 1994). Les LXRs étaient à 

l o igi eà desà epteu sà o pheli sà a à leu sà liga dsà atu elsà taie tà i o us.à Ilsà o tà

finalement été « adoptés » par les oxystérols lorsque l o à a découvert que ces derniers 

pouvaient lier et activer ces récepteurs (Janowski et al., 1996). 
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2.4.1. Expression 

Les deux homologues LXRs sont codés par deux gènes différents et ont des expressions 

différentielles. Le gène codant pour LXR est localisé su à leà h o oso eà à hezà l ho e 

(chromosome 2 chez la souris). Il comporte 8 exons (10 exons chez la souris) et code pour une 

protéine de 43 kDa (50 kDa chez la souris). Le gène LXR se situe sur le chromosome 19 chez 

l ho eà h o oso eà à hezàlaàsou is ,àilà o po teà àe o sà hezàl ho eà o eà hezàlaà

sou isàetà odeàpou àu eàp ot i eàdeà àkDaà hezàl ho eà àkDaà hezàlaàsou is .àálo sà ueà

LXR est exprimé de façon ubiquiste, LXR est exprimé dans le foie (fortement), dans les reins, 

les intestins, les tissus adipeux, les poumons et dans le SNC au niveau du cervelet (Figure 32). 

Les fonctions des LXR et des LXR eàso tàpasà edo da tesàetàleu sà i eau àd e p essio à eà

se compensent pas toujours. Par exemple, les souris LXR-/- présentent une augmentation de 

l e p essio à asaleàdeàLX‘, alors que celle de LXR ne change pas chez les souris LXR-/- 

(Ulven et al., 2004). 

 

Figure 32 : Expression tissulaire de LXR et LXR chez la souris C57Bl/6J d’ap s NURSA data ase . Malgré une 

p se e d t t es da s tous les tissus test s, les isofo e du LXR o t e t des i eau  d’e pression différents. 

 

2.4.2. Mode d’a tio  

Les récepteurs LXRs forment des hétérodimères avec le RXR lui- eàa ti àpa àl a ideà

9-cis- ti oï ue.àDa sàleà o au,àilsà gule tàl e p essio àg i ueàpa àliaiso à àdesà l e tsàdeà

réponse au LXR (LXRE) ou au DR4 (AGGTCAnnnnAGGTCA) présents au niveau des promoteurs 

de leurs gènes cibles.  
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Lesàh t odi esàso tàp se tsàda sàleà o auàoùàilsàso tà o ple s,àe àl a se eàdeà

ligand, avec des corépresseurs tels que NCoR1 ou SMRT (Hörlein et al., 1995) (Wagner et al., 

2003) qui recrutent des complexes transcriptionnels contenant des HDAC spécifiques. Ces 

HDAC générent une structure chromatinienne très dense au niveau du promoteur cible qui 

entraîne une répression génique. 

En réponse à la liaison des oxystérols, le dimère LXR-RXR échange ses corépresseurs 

contre des coactivateurs tels que les SRCs (Huuskonen et al., 2004) ou PGC-1 (Oberkofler et 

al., 2003) afin d a ti e àl e p essio àdeàsesàg esà i les.àCesà oa ti ateu sàposs de t,à ua tà à

eux, des activités histone acétyltransférase (HAT) qui vont permettre une décondensation de 

la chromatine et donc entraîner une activation de la transcription (Figure 33). 

 

Figure 33 : Mode d’a tio  s h ati ue des LXRs (Zelcer and Tontonoz, 2006). La fixation des ligands sur les LXRs 

induit le relargage du corépresseur au profit du recruteme t d’u  oativateur. 

 

2.4.3. Rôles des LXRs 

Dans les tissus périphériques 

L ho ostasieàduà holest olàestà ai te ueàpa àsaàs th seàde novo, son absorption 

intestinale, sa transformation en acides biliaires, en stéroïdes, en acide gras et par son 

excrétion biliaire. Les LXR agissent comme des détecteurs du cholestérol et régulent son 

homéostasie (Figure 33). 
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Figure 33 : Contrôle du métabolisme du cholestérol par le LXR Les LXRs gule t la s th se de o o, l’a so ptio  

intestinale et cellulaire, le transport inverse du cholestérol,  mais aussi son excrétion vers la bile et sa 

transformation en acides biliaire ou en hormones stéroïdes (adapté de http://www.phoenixpeptide.com). 

 

Le foie est le principal site de biosynthèse ainsi que d li i atio àduà holest ol.àáuà

niveau des hépatocytes, la biosynthèse du cholestérol est régulée positivement par un 

mécanisme impliquant les facteurs de transcription de la famille SREBP pouvant notamment 

a ti e àl e p essio àdeàlaàHMG-Coáà du taseàetàs th tase.àLo s ueàl ali e tatio àp o u eà

suffisamment de cholestérol, les oxystérols comme le 24(s) et 25OH se forment et 

s a u ule t.à Cesà o pos sà so tà i po ta tsà pou à laà gulatio à duà ta olis eà duà

cholestérol. Premièrement, ils diminuent sa biosynthèse en inhibant le clivage activateur de 

SREBP (Janowski, 2002). Deuxièmement,  une des principales fonction des LXR dans le foie est 

de promouvoir la biosynthèse des acides gras afin de diminuer la quantiter de cholestérol. Les 

LXRs stimulent la lipogenèse g eà àl i du tio àde SREBP1C, de FAS (fatty acid synthas), de 

ACC (acetyl CoA carboxylase et de SCD1 (steroly CoA desturase) (Peet et al., 1998) (Repa et 

al., 2000a) (Schultz et al., 2000). Troisièmement, l a ti atio àduàLX‘ par les oxystérols induit 

l e p essio à deà g esà i pli u sà da sà laà s th seà d a idesà iliai esà età do à l e tio à deà

cholestérol dans la bile. Chez les rongeurs, Cyp7A1 hezàl ho eàCYP á  estàpasàu àg eà

cible de LXR mais de FXR) est l e z eà limitante de la voie convertissant le cholestérol en 

acides biliaires. Les souris LXR-/- o tàplusàlaà apa it àdeà gule àleu àtau àdeà holest ol 

lo s u ellesàso tàsou isesà àu à gi eà i heàe à holest olà a àellesàso tài apa lesàd a ti e à

l e p essio àh pati ueàdeàC p A1 (Peet et al., 1998). 
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En plus de leur action dans la biosynthèse des acides biliaires, les LXRs, en régulant 

positivement les gènes codant pour les transporteurs ABCG5 et ABCG8 [156], permettent de 

di i ue àl a so ptio ài testi aleàdeà holest olà o eàl o tà o t àlesàe p ie esàsu àlesà

souris doublement invalidées pour les LXR/ (Repa et al., 2000b). Les LDL (low density 

lipoprotein) permettent de transporter le cholestérol dans le sang afin de le transférer aux 

cellules. Ces dernières expriment à leur surface le récepteur au LDL (LDLR). Cette expression 

est régulée positivement par SREBP2. Les LXRs régulent cette absorption cellulaire en 

aug e ta tà l e p essio àdeà IDOLà i du ti leàdeg ade  of LDLR). Cette protéine est une E3 

ligaseàpe etta tàl u i uiti atio àdesàLD‘ et donc sa dégradation (Zelcer et al., 2009). 

Enfin, le transport inverse du cholestérol qui implique le transport des excès de 

cholestérol des tissus périphériques vers le foie où il sera dégradé via des protéines de 

transport HDL (High Density Lipoprotein) est lui aussi régulé par les LXRs (Kannisto et al., 

2014). 

 

Dans le système nerveux central 

Dans le SNC, les LXRs régulent également l ho ostasieà duà holest ol.à Lesà sou isà

LXR/ KO présentent u eàdi i utio àdeàl e p essio àdesàt a spo teu sàduà holest olà saufà

ápoE .à Cesà sou isà p se te tà aussià u eà pe tu atio à deà l ho ostasieà desà lipidesà

(accumulation de lipides dans certaines zones du cerveau) associée à des problèmes 

neurodégénératifs tels que des pertes neuronales, une prolifération des astrocytes et une 

désorganisation des gaines de myéline. Elles présentent aussi des problèmes majeurs au 

niveau du système ventriculaire et une absence de plexus choroïde (Wang et al., 2002). 

Les souris LXR-/- arborent, elles aussi, une dégénérescence des motoneurones ainsi 

u u eàat ophieàa o aleàetàu eàast oglioseà uià appelle tà e tai esàpathologiesàtellesà ueà la 

sclérose amyotrophique latérale. Cette neurodégénérescence est également associée à une 

accumulation de lipides (Andersson et al., 2005) On peut remarquer que le phénotype des 

souris double KO et celui des souris LXR-/- estàassezàp o he.àD ailleu s,àilàse leà ueàleàLX‘ 

soitàl isofo eàp do i a teàduà“NC.àái si,àleàLX‘ semblerait jouer un rôle restreint dans ce 

tissu. 
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Rôle des LXR et du métabolisme du cholestérol dans le système nerveux périphérique 

Dans le SNP, comme dans le SNC, le cholestérol est majoritairement situé dans la gaine 

de myéline et donc dans les cellules de Schwann. Deux modèles murins ont été créés afin 

d tudie à leà ôleàdeà eà st oïde dans ces cellules. Dans le premier modèle, SQS-/-, le gène 

codant pour la squalène synthétase a été invalidé dans les oligodendrocytes et les cellules de 

Schwann (Cre CNPase) (Saher et al., 2005). Cette protéine est une enzyme clé de la synthèse 

des stérols. Dans le second mod le,à està leà g eà oda tà pou à laà p ot i eà “CáPà “te olà

regulatory element-binding protein (SREBP) Cleavage Activation Protein) qui a été 

spécifiquement invalidé dans les cellules de Schwann (Cre P0) (Verheijen et al., 2009). SCAP 

pe etàleà li ageàetàdo àl activation des facteurs de transcription SREBP. Co eà ousàl a o sà

évoqué ci-dessus,à esàde ie sà gule tàl e p essio àdesàg esài pli u sàda sàlaà ios th seà

du cholestérol et des acides gras. Ces deux modèles ont développé des neuropathies 

périphériques causées par une hypomyélinisation du nerf sciatique (Figure 34). Les cellules de 

Schwann des souris SDS-/- p se te tàu àd fautàd e po tatio àdeàlaàp ot i eàP àduà ti ulu à

endoplasmique vers la membrane, entrainant une fragilité de la gaine de myéline. 

 

Figure 34 : L’i validatio  du g e SCAP p ovo ue u e h pomyélination du nerf sciatique. Image de microscopie 

électronique (Verheijen et al., 2009). 

Pendant longtemps nous avons cru que les hormones stéroïdes étaient seulement 

synthétisées par les glandes endocrines (les surrénales, les gonades et le placenta). Or le 

système nerveux central et périphérique possèdent la capacité de produire de novo des 

neurostéroïdes à partir du cholestérol. Cette synthèse est nommée neurostéroïdogenèse. 

Les neurostéroïdes, comme la progestérone, jouent un rôle essentiel dans la 

neurogénèse, la prolifération des progéniteurs neuronaux, la régénération axonale, la lutte 

o t eàl apoptose neuronale et la myélinisation (Schumacher et al., 2004) et dans la protection 

du SNP contre les maladies neurodégenératives (Melcangi and Garcia-Segura, 2006) (Caruso 
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et al., 2008). Les neuropathies diabétiques sont caractérisées par une diminution de la 

ua tit àdeà eu ost oïdes.àL a ti atio àdesàLX‘àpar le ligand synthétique GW3965 restaure 

etteà a e eàe àsti ula tàl e p essio àdeàlaàp ot i eà“tá‘à “te olàá uteà‘egulato àp otei .à

Cette dernière est un transporteur permettant l e t eàduà holest olàda sàlaà ito ho d ie,à

lieu de la neurostéroïdogenèse. Dans cet organite, le cholestérol est transformé en 

p g olo e,à p e ie à st oïdeà deà laà hai eà deà ios th se,à g eà à l a tio àduà C p á à

(Figure 35) (Cermenati et al., 2010). 

 

Figure 35 : M a is e d’a tio  p ote teu  des LXRs da s les eu opathies dia ti ues p iph i ues 

(Cermenati et al., 2013). L’a ti atio  du LXR i duit l’e p essio  de StAR. La ua tit  de holest ol ito ho driale 

est alors augmentée. Ce dernier est transformé en neurostéroïdes qui vont exercer un effet protecteur sur le nerf 

sciatique.  

3. RIP140 

 

3.1. Historique 

 

Dans les années 90, après la découverte des récepteurs nucléaires (RN), les 

laboratoires tentèrent d identifier les corégulateurs transcriptionnels leur étant associés. 

RIP140 (Receptor Interacting Protein 140) (aussi appelé NRIP1 (Nuclear Receptor Interacting 

Protein 1) àestàl u àdesàp e ie sà o gulateu sà àavoir été découvert en 1994 (Cavaillès et al., 

1994). Il fut isol à àpa ti àd e t aitsà u l ai esàdeà ellulesàdeà a if esà HeLa,àCO“-1, ZRF5-
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1) par Far-western blot utilisant comme sonde le LBD du récepteur des estrogènes et  

(ER/ couplé à une GST. 

Un an après, le cDNA de RIP140 humain fut isolé dans une banque de cellules 

cancéreuses mammaires ZRF5-1 (Cavaillès et al., 1995).à “ e à suità auà ou sà desà a esà

suivantes sa caractérisation dans de nombreuses autres espèces : souris (Lee et al., 1998), rat, 

poulet, poisson zèbre, xénope et chien. 

Depuis sa découverte grâce à son interaction avec ER/, il est démontré que RIP140 

se lie également à de nombreux autres récepteurs nucléaires (RN) et facteurs de transcription. 

Nom Abréviation Référence Récepteur de l’acide rétinoïque / RAR / L Ho setàetàal.,à  

Retinoid X receptor / RXR/ L Horset et al., 1996) 

Récepteur des hormones 

thyroïdiennes / 

TR/ L Ho set et al., 1996)(Treuter et al., 1998) 

Récepteur des glucocorticoïdes GR (Subramaniam et al., 1999) 

Récepteur des androgènes AR (Ikonen et al., 1997) 

Récepteur de la vitamine D VDR (Masuyama et al., 1997) 

Peroxisome proliferator-activated 

receptor  

PPAR  (Lim et al., 2004), (Treuter et al., 1998), (Windahl et 
al., 1999) 

Liver X receptor / LXR/ (Miyata et al., 1998) 

Retinoid-related orphan receptor   ROR  (Poliandri et al., 2011) 

Pergname X receptor PXR (Masuyama et al., 2001) 

Estrogen related receptor  ERR  (Castet et al., 2006) 

Testicular orphan receptor 4 TR4 (Yan et al., 1998) 

Testicular orphan receptor 2 TR2 (Lee et al., 1998) 

c-Jun c-Jun (Teyssier et al., 2003) 

Aryl hydrocarbon receptor AhR (Kumar et al., 1999) 

Nuclear factor-kappa B NFB (Zschiedrich et al., 2008) 

Tableau 3 : Liste des récepteurs nucléaires et facteurs de transcription interragissant avec RIP140 

3.2. Le gène RIP140 

 

Chezà l ho e,à leàg eà‘IP àestàpo t àpa à leà h o oso eà à . àda sàu eà

gio àpau eàe àg eàasso i eàauàs d o eàdeàDo àetà àlaà aladieàd álzhei e à(Cavaillès 

et al., 1995) (Katsanis et al., 1998). 

Chez les souris, le gène RIP140 est situé sur le chromosome 16. Des sitesàd i itiatio à

de la transcription alternatifs laissent penser que RIP140 est sous le contrôle de plusieurs 

p o oteu s.à “o à á‘N à està o pos à d u à u i ueà e o à oda tà età deà plusieu sà e o sà o à

codants situés en amont, qui sont pour certains alternatifs. L o ga isatio à e t eà e o sà età

i t o sàestà ie à o se eàe t eàl ho eàetàlaàsou is (Figure 36). Le rôle physiologique des 
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exons non codantsàe à à estàpasàe o eàd fi i,à ais cela pourrait être lié à la stabilité de 

l á‘N,à àl effi a it àt adu tio elleàainsi u àlaàsp ifi it à ellulai e (Augereau et al., 2006a) 

(Nichol et al., 2006). 

 

Figure 36 : Organisation du gène et des ARNm codant pour RIP140. A  Chez la sou is. B  Chez l’ho e. Les e o s 

1a, 1b, 2,3 et 5 sont conservés chez ces 2 espèces (Nichol et al., 2006). 

 

3.3. Structure protéique de RIP140 

 
RIP140 humain est constitué de 1158 acides aminés. Sa séquence est très conservée au 

ou sàdeàl olutio .àIlàe isteà %àd ho ologieàe t eàlesàfo esà urine et humaine de RIP140. 

RIP140 se compose de domaines répresseurs (RD), de motifs permettant sa liaison aux 

epteu sà u l ai esà N‘à o es àetàdeàs ue esàd ad essageà u l ai eà NL“ . 

 

3.3.1. Les domaines répresseurs 

 

Figure 37 : Cartographie des 4 domaines répresseurs de RIP140. RIP140 possède 4 domaines répresseurs (RD). 

 

RIP140 possède 4 domaines répresseurs (RD) (Figure 37) (Castet et al., 2004) (Christian et al., 

2004) : 

 RD1 est situé entre les résidus 27 et 199. Il permet le recrutement des HDACs 

de classe I et II (Castet et al 2004, Wei et al 2004 ; Wei et al 2000). 
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 RD2 est localisé entre les acides aminés 429 et 739. Ce site contient deux motifs 

spécifiques PIDLS et PINLS qui permettent la fixation des protéines CtBP1 et CtBP2 (Castet et 

al 2004 ; Vo et al 2001). 

 RD3 et RD4 sont situés, respectivement, entre les acides aminés 753-804 et 

1118-1158. Cependant à eàjou ,àau u àpa te ai eàdeà esàdo ai esà aàe o eà t àidentifié 

avec certitude. 

 

3.3.2. Motifs de liaisons aux récepteurs nucléaires 

En 1997, Heery (Heery et al., 1997) mit en évidence une séquence signature (LxxLL) 

essai eà àlaàliaiso àdi e teàdesà oa ti ateu sàt a s iptio elsà “‘C / ,àTIF /G‘IP …  aux 

récepteurs nucléaires: les NR boxes(Figure. 38). Il identifie 9 N‘à o esà pa tisàsu àl e se leà

de RIP140. A titre de comparaison, SRC1a ne contient que 3 motifs LxxLL. 

Les nombreuses NR (nuclear receptor) boxes présentes dans la séquence de RIP140, 

o tàpasàlaà eàaffi it àpou àl e se leàdesàrécepteurs nucléaires.  

RAR et RXR interagissent avec RIP140 par un motif légèrement divergent, LXXML, situé 

entre les acides aminé 1070 et 1074 (Chen et al., 2004). 

RIP140 et SRC1 se lient tous les deux au domaine transactivateur (Q-rich domain) de 

AhR. L interaction de SRC1 avec AhR est possible grâce à ses motifs LxxLL. En revanche, RIP140 

se fixe sur AhR grâce à sa sé ue eà d a idesà a i sà o p iseà e t eà à età , 

indépendamment de ses NR boxes. (154 et 350) (Kumar et al., 1999) (Kumar and Perdew, 

1999). 

 

3.3.3. Séquences de localisation nucléaire 

Comme attendu pour un corégulateur transcriptionnel, RIP140 possède 2 séquences NLS: 

 En position 97 (KRKR mono partie NLS) 

 En position 856 (KRKR x10KRKR bi partie NLS) 
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Figure 38 : Cartographie des principaux otifs d’i te a tio  de RIP . RIP140 murin comporte 9 motifs LxxLL, 

1 motif LxxML, 1 motif PIDLS et 1PINLS, 2 sequences NLS. D’ap s (Mostaqul Huq et al., 2008). 

 

3.3.4. Expression et localisation cellulaire 

RIP140 est une protéine ubiquiste. Son ARNm a été détecté dans de nombreuses 

lignées cellulaires de mammifères (Cavaillès et al., 1995) ainsi que dans tous les tissus testés 

Foie,àadipo te,ào ai e,àtesti ules… àa e àu eàe p essio àpa ti uli e e tài po ta teàda sà

le cerveau (Lee et al., 1998). 

 

Au niveau subcellulaire, RIP140 est localisé dans des foci nucléaires (Zilliacus et al., 

2001) (Carascossa et al., 2006). Cette répartition ponctiforme est permise par une séquence 

de 40 acides aminés (431-472) (Tazawa et al., 2003). La localisation nucléaire de RIP140 est 

régulée par différents mécanismes: 

 Da sàdesà o ditio sàd h pe a t latio à i hi itio àdesàHDáCs ,àRIP140 est délocalisé 

dans le cytoplasme (Huq and Wei, 2005). 

 L i te a tio àdeà‘IP àa e àlaàp ot i eàu i uitaire 14.3.3 provoque également son 

export dans le cytoplasme (Zilliacus et al., 2001). 

 Le même phénomène de délocalisation nucléaire est observé après induction des 

cellules (COS-7, HeLa, A549, 293T) par les glucocorticoïdes (Tazawa et al., 2003) et par 

des androgènes (Carascossa et al., 2006). 

Ce type de répartition nucléaire pourrait être une forme de stockage de RIP140 avec les 

régulateurs de la machinerie transcriptionnelle. 
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3.4. R gulatio  de l’e p essio  de RIP  

 

3.4.1. Régulation transcriptionnelle 

Les estrogènes (Thenot et al., 1999) (Augereau et al., 2006a), les acides rétinoiques 

(RA) (Kerley et al., 2001), les androgènes (Carascossa et al., 2006) ai sià ueàl E‘‘ (Nichol et 

al., 2006) induisent une augmentation de la ua tit à d á‘N à ‘IP à deà a i eà

t a s iptio elle;à e iàafi àd e e e àu à t o o t ôleà gatifàsu àl e p essio àdeàleu sàg esà

cibles. Le traitement des cellules hépatiques par la 2,3,7,8-Tetrachlorodibezo-p-dioxin (TCDD) 

provoque également une augmentation de la quantité de transcrits RIP140. En revanche, le 

but de cette induction est opposé à celui recherché dans le cas des récepteurs nucléaires 

évoqués ci-dessus.àE àeffet,à‘IP àpe etàda sà eà asàdeàsti ule àl a ti it àdeàlaà oieàáh‘à

(Kumar et al., 1999). 

3.4.2. Modifications post-traductionnelles 

RIP140 subit des modifications post-traductionnelles : phosphorylation, acétylation, 

conjugaison avec la forme active de la vitamine B6 : le P ido alà àPhosphate (PLP) sur la lysine 

613, SUMOylation (Figure 39). Ces modifications auront des conséquences sur sa distribution 

cellulaire, sa régulation et son activité. 

 

 

Figure 39 : Cartographies des sites de modifications post-traductionnelle de RIP140. Afin de moduler son activité 

RIP140 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles : phosphorylation, acétylation, conjugaison, 

SUMOylation d’ap s (Mostaqul Huq et al., 2008)). 
 

La phosphorylation 

En 2005, grâce à la spectrométrie de masse, Huq a cartographié les sites (9 serines et 

2 thréonines) de phosphorylation de RIP140 (Huq et al., 2005). Ces phosphorylations sont 
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i po ta tesàpou à odule àso à ôleà iologi ue.àEllesàpe ette tàso ài te a tio àa e àd aut esà

p ot i es,à ota e tàa e àlaàp ot i eà . . .àCo eà ousàl a o sà uàprécédemment, cette 

liaiso à odifie aàsaàlo alisatio àetàdo àso ài te a tio àa e àd autres protéines et son activité 

(Zilliacus et al., 2001) (Darling et al., 2005). 

La phosphorylation de RIP140 sur les Thréonines 202 et 207, par MAPK, provoque une 

aug e tatio àdeàl a tio àt a s ep essi eàdeà‘IP .àCe iàest,àauà oi sàpou àu eàpa t,àdûà à

l a élioration de sa capacité de liaison avec HDAC3 (Gupta et al., 2005). 

 

L’a t latio  

Chezàl i se te,à àl si esàa t l esào tà t àide tifi esàda sàlesà gio sàN-terminales et 

centrales de RIP140 (Huq and Wei, 2005).àL a t latio àdeàlaàL sine 446 (principalement) par 

PCAF, dans les cellules humaines, minore le pouvoir répresseur de RIP140 en diminuant son 

interaction avec CtBP1 (Vo et al., 2001). 

 

Méthylation 

L e po tatio ,à ho sà duà o au,à deà ‘IP à està li eà à e tai esà odifi atio sà

post-traductionnelles. Par exemple, la PKC (activée par un niveau élevé de Di-acideglycerol) 

phospho leàdeu àse i esàsp ifi uesàdeà‘IP .à‘IP àestàe suiteà th l àg eà àl a gi i eà

methyTransférase1, ce qui accroît son interactio àa e àl Exportine 1(Gupta et al., 2005) (Gupta 

et al., 2008). 

La SUMOylation 

Les lysines 756 et 1154 situées respectivement dans le RD3 et le RD4 de RIP140 sont 

sujettes à la SUMOylation. Cette SUMO latio à affe teà pasà laà sta ilit à deà ‘IP à aisà

provoque une augmentation de son pouvoir répresseur. En effet, La mutation de ces lysines 

compromet ses capacités répressives (Rytinki and Palvimo, 2008). 

Conjugaison avec la Vitamine B6 

Laàfo eàa ti eàdeàlaà ita i eàB ,àPLPà P ido alà àPhosphate àseà o jugue avec 20 à 

30 % du RIP140 endogène des cellules de mammifères (adipocytes et COS-1). Cette 

o jugaiso àseàfaitàe lusi e e tàsu àlaàl si eà .àCe iàau aàpou à o s ue eàd aug e te à

le pouvoir répresseur de RIP140, d u eà pa tà e à fa o isa tà so à i te a tion avec HDAC3, et 
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d aut eàpa tàe àpe etta tàd aug e te àso àte psàdeàlo alisatio à u l ai eàe àe p ha tà

son inte a tio àa e àl e po ti eàC‘M à(Huq et al., 2007). 

 

3.5. Rôle de RIP140 dans le contrôle de la transcription 

 

3.5.1. Mécanismes transrépresseurs 

RIP140 apparaît être un corégulateur transcriptionnel particulier, non conventionnel. 

Leàfaitàd t eà e ut àpa àdesàholo-récepteurs et de posséder des NR boxes (et non des CoRNR 

o es ,à laisseà pe se à u il exerce un rôle de coactivateur. Mais de nombreux articles lui 

imputent un rôle de corépresseur.  

Dans un premier temps, il a été supposé que RIP140 exerçait son activité répressive en 

e t a tà e à o p titio àa e à e tai sà oa ti ateu sà “‘C ,à CBP,à PCáF… à grâce à ses motifs 

LxxLL (Treuter et al., 1998). 

Par la suite, il a été démontré, par des expériences réalisées chez la levure et dans des 

cellules de mammifères en utilisant une construction GAL4-DBD-RIP140, que RIP140 exerçait 

directement un rôle transpresseur sur de nombreux promoteurs (Lee et al., 1998) (Castet et 

al., 2004). Co eà ousàl a o sà uàp de e t,à‘IP àposs deà àdo ai esà p esseu s.à

Ces derniers permettent le recrutement de protéines impliquées dans le contrôle 

transcriptionnel. 

Les HDACs 

Les HDACs sont des enzymes qui participent, avec les HATs, au contrôle dynamique de 

laà o pa tio à h o ati ie eàpa àlesàhisto es.àL tatà h o ati ie àd sa t l àestàasso i à à

une chromatine compacte et donc inaccessible à la machinerie transcriptionnelle. 

RIP140, par sa séquence comprise entre 115 et 199 du domaine RD1, interagit avec les HDACs. 

Des expériences d i u o to hi ieà o fi ent sa colocalisation avec HDAC5 (Castet et al., 

2004). 

Un traitement par la Tricostatin A (TSA), un inhibiteur spécifique des HDACs, empêche, 

au moins partiellement, les effets répresseurs de RIP140 passant par AR, RAR/RXR ou SF1 (Wei 

et al., 2000) (Mellgren et al., 2003). Cependant, il est difficile de construire une théorie 

universelle consistant à imputer aux HDACs le rôle répresseur de RIP140. En effet, le 
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t aite e tàpa àlaàT“áà a olitàpasàl activité répressive de RIP140 passant par ER (Castet et 

al., 2004). 

Ces différences mécanistiques, pourraient être liées à la nature du promoteur, du 

récepteur nucléai eàouàau àt pesà ellulai es.àCelaàaàd j à t àd o t àda sàleà asàdeàl effetà

répressif des HDACs sur NCOR (Fernandes et al., 2003). 

 

Les CtBPs 

Les CtBPs sont des corépresseurs transcriptionnels très conservés au cours de 

l olutio .àIlsàso tài pli u sàda sàdeà o eu à a is esàduàd eloppe e tàouàduà leà

cellulaire. La famille des CtBPs comprend 2 membres : CtBP1 et CtBP2. Ils ont une forte 

homologie et un rôle transrépresseur, dépendant ou indépendant des HDACs (selon les 

promoteurs), pour un grand nombre de facteurs de transcription. 

CtBP1 et 2 sont tous les deux capables de se lier au domaine RD2 de RIP140 grâce à 2 

motifs très conservés: 

 PIDLS (440-444) 

 PINLS (565-569) 

 

CtBP2 possède la même affinité pour les 2 sites. En revanche, pour CtBP1, le motif 

PINLS est un site de liaison plus puissant que PIDLS (Castet et al., 2004). 

Cepe da t,à alg à etteài te a tio ,à lesàCtBPsà eàpeu e tàpasàe pli ue àl e se leà

des effets répresseurs de RIP140. En effet,àlo s ueàl o à uteàlesàsitesàPINL“àetàPIDL“àouàlo s ueà

l o à utiliseà desà fi o lastesà deà sou isà KOà pou à CtBP à età ,à o à o se eà toujou sà età effetà

répresseur de RIP140 sur le promoteur ERE-Glob-lu .àCelaàd o t eà ueàCtBP,à estàpasàleà

partenaire unique et majeur de RIP140 pour son action répressive (Vo et al., 2001) (Tazawa et 

al., 2003). 

Effecteurs inconnus 

Ainsi, RD1 permet le recrutement des HDACs, RD2 celui des CtBPs. Mais aucun 

pa te ai eàseàfi a tàauà‘D àetà à aàe o eà t àide tifi .àCepe da tà esàdo ai esàso tàdot sà

de capacités transrepressives indépendantes des domaines 1 et 2 (Castet et al., 2004) 

(Christian et al., 2004).àCo eà ousàl a o sà uàp ede e t,àlaàliaiso àdeàlaàp ot i eà“UMO-
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àse leài po ta teàpou àl a ti it à p essi eàdeà esàdo ai esà(Rytinki and Palvimo, 2008). 

Les SUMOs peuvent faciliter le recrutement des HDACs (Nathan et al., 2006). Mais les 

expériences de traitement par la TSA indiquent que les HDACs ne sont pas impliqués ici. 

Tous ces éléments laissent à penser que RIP140 possède une activité corépressive 

glo aleà età ueà l i po ta eà deà ha ueà do ai eà està d pe da teà duà p o oteu ,à duà t peà

cellulaire et des modifications post traductionnelles subies. 

 

 

Figure 40 : Partenaires protéiques impliqués dans le rôle transrépressur de RIP140. Les HDACS interagissent 

avec le premier domaine répresseur de RIP140 (RD1), les CtBPs avec le 2nd (RD2) grâce aux motifs PIDLS et PINLS. 

Au u e p ot i e pa te ai e ’a e o e t  ide tifi e pou  les sites 3 et 4 (RD3 et RD4) mais la présence des Lysine 

 et , suppo t de la SUMO latio , se le esse tielle à l’a ti it  p essi e de RIP . 

 

3.5.2. Mécanismes transactivateurs 

Deà o eusesàpu li atio sà appo te tàu à ôleàpositifàdeà‘IP àda sàl e p essio  de 

ses gènes cibles. Des expériences réalisées chez la levure mettent cela en évidence avec 

différents récepteurs nucléaires : ER (Nephew et al., 1998) (Sheeler et al., 2000), RAR 

(Joyeux et al., 1997) ou GR (Windahl et al., 1999). Dans les cellules de mammifère, la 

su e p essio àdeà‘IP àp o o ueàu eàaug e tatio àdeàl a ti it àt a s iptio elleà ela eà

par ER (Cavaillès et al., 1995) et AhR (Kumar et al., 1999). 

De plus, des analyses de microarrays sur des pré-adipocytes de souris invalidées pour 

RIP140 montrent que certains gènes sont régulés positivement par RIP140. Parmi ces gènes, 

certains étaient connus pour être également régulés par SP1 (Christian et al., 2005)(Castet et 

al., 2006). 

Les récepteurs nucléaires peuvent aussi exercer leurs effets transcriptionnels 

indépendamment de leurs éléments de réponse en interagissant avec SP1 par exemple. SP1 
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est un facteur de transcription qui se lie à des séquences riches en GC des promoteurs cibles. 

ERR et  gule tàpositi e e tàl a ti it àt a s iptio elleàdeà e tai sàg esà T‘, SRY, p21, 

RIP140) grâce au domaine SP1 des promoteurs de ces mêmes gènes. Lorsque RIP140 est 

surexprimé, cette même activité transcritpionnelle est fortement stimulée. RIP140 pourrait 

s uest e à lesà HDáC“,à lesà e p ha tà ai sià deà seà lie à à “P ,à fa o isa tà alo sà l a ti it à

transcriptionnelle du promoteur des gènes cibles de SP1 (Castet et al., 2006). 

 

3.6. Rôles biologiques de RIP140 

 

La création de souris invalidées pour le gène RIP140 (RIPKO) a permis de mettre en 

évidence une partie de ses rôles biologiques. Ces animaux sont viables mais présentent 

plusieurs phénotypes remarquables. 

 

3.6.1. Fertilité 

Les souris RIPKO femelles sont stériles. Cette stérilité est strictement causée par un 

d fautàd o ulatio :àlesàoo tesà eàso tàpasàe puls sàpa àlesàfolli ulesà atu es,à epe da tàilsà

sont fertilisables in vitro.àDeàplusàlesàe p ie esàdeàt a sfe tàd e o sài di ue tà ueà esà

a i au à eàp se te tàpasàdeàp o l eàd i pla tatio à(Leonardsson et al., 2002). 

 

3.6.2. Le tissu adipeux 

Il existe 2 types de tissus adipeux : le tissu adipeux blanc (WAT) et le tissu adipeux brun 

(BAT). Ces 2 tissus ont des fonctions bien distinctes. Le WAT sert surtout au stockage des 

excédents caloriques en triglycérides (TG) (Ahima and Flier, 2000) (Cinti, 2005). Alors que le 

BáTà està i pli u à da sà laà p odu tio à deà haleu à g eà à l o datio à desà a idesà g asà áG à

(Cannon and Nedergaard, 2004). 

Les souris invalidées pour RIP140 présentent une réduction de 70% de leur masse 

g aisseuseà o po elleà età deà %à deà leu à poidsà total,à ai sià u u eà sista eà à l o sit à

provoquée par un régime riche en graisse (Leonardsson et al., 2004). Le WAT de ces souris 

expriment des gènes (UPC1, CPT1, CIDEA) spécifiques au BAT, perdant ainsi leur capacité de 
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sto kageà e g ti ueà auà p ofità d u eà the og seà alo i ue.à Il se produit une 

transdifferenciation en BAT-like. 

 

3.6.3. Le muscle 

L e p essio àdeà‘IP140 est bien plus élevée dans les fibres musculaires glycolytiques  

(contraction rapide fonctionnant en anaérobie) que dans les fibres musculaires oxydatives 

(contraction lente fonctionnant en aérobie) qui présentent un niveau important de 

phosphorylation o dati eàetàd o datio àdesàa idesàg as.à 

Les souris invalidées pour RIP140 présentent une modification du typage de fibre 

musculaire. Elles présentent une augmentation du nombre de fibres oxydatives au détriment 

des fibres glycolytiques (Seth et al., 2007). 

La surexpression de RIP140 dans le modèle murin RIPTg (RIP140 tansgénique) entraine 

une hypertrophie cardiaque et une fibrose ventriculaire aboutissant à une forte mortalité 

autou sàdeà àse ai es.àCetteàa o alieàestà aus eàpa àu àd fautàdeàl a ti it àdeàlaà hai eàdeà

t a spo tà d le t o sà deà laà ito ho d ieà età deà laà o so atio à d o g eà (Fritah et al., 

2010). Il est à noter que les femelles RIPTg sont moins touchées par ces problèmes cardiaques, 

protégées sans doute par le tau àd œst og esà i ula ts (Pedram et al., 2008). 

 

3.6.4. Le foie 

Soumises à un régime riche en graisse (HFD), les souris RIPKO ne développent pas de 

st atoseàh pati ue.àL a al seàt a s ipto i ueàdesàh pato tesàp i ai esàprovenant de ces 

a i au ài di ueàu eài du tio àdeàl e p essio àdeàPEPCK etàu eàdi i utio àdeàl e p essio àdeà

FAS et de SREBP1c entrainant une baisse de la synthèse de TG et donc de la lipogenèse dans 

les hépatocytes de souris RIPKO (Herzog et al., 2007). 

 

3.6.5. Absorption du glucose 

Indépendamment de son rôle nucléaire de régulateur transcriptionnel, RIP140 

intervient aussi dans des processus de régulation cytoplasmique. Le glucose pénètre dans la 

cellule grâce au transporteur GLUT4 qui est adressé à la membrane grâce au signal insuline. 
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La fraction cytosolique de RIP140 perturbe ce signal et diminue ainsi la quantité de GLUT4 

présent à la membrane cellulaire (Ho et al., 2009). 

 

3.6.6. Système nerveux central 

Da sàleà e eauàdeàsou is,àl á‘N à‘IP àestàd te t à àE . .àáàl geàadulteàdeà à ois,à

il est retrouvé dans leà o te àetà l hippo a peà (Duclot et al., 2012).à L e o à àdeà etàá‘N à

cérébral est différent de celui des autres tissus, bien que la protéine soit semblable. 

L e p essio àdeàlaàp ot i eà‘IP àda sàleà e eauààdi i ueàauà ou sàduà ieillisse e tàdeàlaà

souris mâle et femelle (Ghosh and Thakur, 2008). 

Dans cet organe, une régulation pré-traductionnelle inhabituelle de RIP140 a été mise 

e à ide e.àLaàg a deà ajo it àdesà i‘Náàseàlie tàda sàlaà gio à UT‘àdeàleu sàá‘Nà i lesà

soit pour empêcher leur traduction, soit dans des cas moins fréquents pour accélérer leur 

dégradation. Mir-346 est transcrit à partir du deuxième intron du gène GRID1 (Glutamate 

Receptor Ionotropic Delta 1), codant pour un récepteur impliqué dans la susceptibilité à la 

s hizoph ie.àCeà i‘Náàseàlieà àlaà gio à UT‘àdeà‘IP àpa àu eàs ue eàsitu eàsu àl e o à

3 (exon commun à tousàlesàá‘N à‘IP .àCetteài te a tio àaug e teàl e p essio àp ot i ueà

deà‘IP àe àfa ilita tàl i te a tio àdeàl á‘N àa e àlesà i oso es.àái si,àl a ti it à p essi eà

de RIP140 se trouve augmentée par cette liaison (Tsai et al., 2009). 

Laà p se eà duà h o oso eà à su u ai e,à à l o igi eà duà s d o eà deà Do ,à

se le aità t eàasso i eà àu eà odifi atio àdeàl e p ession de RIP140 (FitzPatrick et al., 2002), 

a e à ota e tàu eàaug e tatio àdeàso àe p essio àda sàl hippo a peà (Gardiner, 2006). 

Cependant, l i pli atio àdeà‘IP àda sàlaàpathologieàdeàlaàt iso ieà à esteàh poth ti ue.à

La seule étude menée à ce jour sur le rôle biologique de RIP140 dans le système nerveux a été 

pu li eàe à .àL i alidation de RIP140 ne provoque pas de changements architecturaux 

glo au à duà e eau.à Laà de sit à ai sià ueà l paisseu à desà diff e tesà ou hesà ellulai esà

o stitua tàleà o te àetàl hippo a peà eàso tàpasà odifi es.àDeà e,àu à a uageàauàLu olà

aà l àau une altération manifeste de la myéline. En réalisant des tests comportementaux, 

Duclot et al, ont démontré que les souris invalidées pour RIP140 présentent un déficit 

d app e tissageàetàdeà o isatio àai sià u u eàaug e tatio àdeà po seàauàst essà(Duclot 

et al., 2012). 
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4. AHR 

 

4.1. Préambule 

 

L e se leàdesào ga is esà i a tsàestàsou isà àu eàe positio à o sta teà àdiff e tsà

composés chimiques présents da sàl e i onnement. Pour y faire face, des stratégies de lutte 

contre ces xénobiotiques ont été mises en place.àIlàs agitàdeàdiff e tsàs st es de détections, 

de biot a sfo atio sàetàd li i atio . 

Lesà e z esàpa ti ipa tà à esà a tio sà so tà eg oup esà sousà leà o àd e z eàduà

métabolisme des xénobiotiques (EMX). Elles sont classées en 3 groupes: 

 Les enzymes de phase I comportent les monoxygénases comme les cytochrome P450 

 Les enzymes de phase II sont des « transfersases» comme les Gluthation-S-tranferase 

 Enfin, les transporteurs de la famille « ATP binding cassette » ou ABC forment le 

groupe des enzymes de phase III. 

L li i atio àdesà o ioti uesàestàs ue tielle.àD a o dàlesàe z esàdeàphase I activent le 

composé étranger, en lui ajoutant une fonction hydroxyle. Ce composé est ensuite conjugué 

par les enzymes de phase II sur la fonction activée, pour le rendre plus hydrophile afin 

d augmenter sa solubilité. Enfin, ce composé est éliminé de la cellule grâce aux transporteurs 

a tifsàdeàphasesàIII.àIlàpeutà t eàalo sà li i àdeàl o ga is eàdans les urines, les selles ou la 

sueur (Figure 47).  

Ces enzymes sont sous le contrôle de récepteurs solubles appelés « récepteur aux 

xénobiotiques » dont font partie le PXR (Pregnane X Receptor), le CAR (Constitutive 

Androstane Receptor) et le AhR. 

áuà ilieuàdesàa esà ,àleàáh‘àestàd ou e tàpa àl uipeàduàD àD.WàNe e tàlo sàd u à

programme de recherches visant à comprendre les mécanismes desà a e sà d o igi eà

chimique.àDa sàu àa ti le,àilà o ueàl e iste eàdeàg esà o t ôla tàl i du tio àd e z esà à

activité « aryl-hydroxylase » (Nebert et al., 1975) (Poland et al., 1976). 

AhR est un facteur de transcription appartenant à la famille des protéines bHLH/PAS. 

Cette famille comporte de nombreux membres intervenant dans différentes voies de 
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signalisatio ,àe àplusàdeàlaà po seàau à o ioti ues,à o eàlaà po seà àl h po ieà HIF ), 

duà th eà i adie à PE‘ àetàduàd eloppe e tà eu o alà “IM .àáh‘às h t odi e iseàa e à

u eàaut eàp ot i eàdeà etteàfa ille:àl á‘NT. 

AhR est surtout connu pour être le récepteur aux dioxines. Ces dernières forment peut 

être le groupe de polluants enviro e e tau àpe sista tsà POP àleàplusà ai t.àL appellatio à

dioxine regroupe plusieurs composés chimiques différents comme les PCDDs, les PCDFs et les 

PCBs. Le ligand exogène le plus affin de AhR est la TCDD (aussi appelée dioxine de Seveso). Ces 

polluants sont considérés comme des POPs en raison de leur hydrophobicité et de leur 

sista eà au à a is esà d li i atio à desà o ioti ues.à Ilsà s a u ule tà da sà leà tissuà

adipeux, le foie et le cerveau. 

Chezà l ho eà u eà e positio à à laà TCDDà p o o ueà desà l sio s dermatologiques ( 

comme la chloracné dont est victime le candidat à l le tio àp side tielleàuk ai ie e, Victor 

Ioutchentko, après son empoisonnement), des atteintes hépatiques et un syndrome 

cachéxique.  

AhR fut longtemps enfermé dans son carcan de « détoxificateur ». Mais depuis 

quelques années, l h poth seà que ce récepteur puisse avoir un rôle proprement 

physiologique commence à émerger. Cette idée est supportée par plusieurs indices comme le 

deg à le à deà o se atio à deà áh‘à auà ou sà deà l olutio à ainsi que les aberrations 

d eloppe e talesào se esà hezàlesà od lesàd a i au ài alid sàpou àáh‘. 

Il semblerait donc que le ôleàd áhR ne se limite pas à celui auquel il a été assujetti 

pe da tà àa s.àU à ha pàdeà e he heàs ou e. 
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Figure 41: Schéma simplifié du métabolisme des xénobiotiques. Dans le cytoplasme des cellules, les 

xénobiotiques se lient et activent les récepteurs CAR, AhR et PXR. Ces derniers vont alors transloquer dans le 

o au afi  d’a ti e  la t a s iptio  des g es essai e à l’ limination des xénobiotiques. 

 

4.2. Les liga ds d’AhR 

Les ligands du AhR sont multiples et peuvent être classés en plusieurs catégories : 

4.2.1. Les ligands exogènes 

Laàp i ipaleàsou eàd e positio à hezàlesàa i au àetàl Ho eàau àliga dsàe og esà

provient de leur alimentation (90%). Les ligands exogènes peuvent être groupés selon leurs 

origines : « synthétique » ou naturelle (Denison and Nagy, 2003). 

Les liga ds d’o igi e s th ti ue
 
incluent des polluants environnementaux dont les HAHs 

(hydrocarbures aromatiques halogénés) et les HAPs (hydrocarbures aromatiques 

polycycliques) (Figure 9). Les ligands de la famille des HAHs ont une forte affinité vis-à-vis du 

récepteur ; la TCDD, par exemple,àaàu eà o sta teàdeàdisso iatio àdeàl o d eàduà Màpou àleà

áh‘àhu ai .àDeàplus,à esà ol ulesàso tàt sàsta lesàetàs a u ule tàda sàl e i o e e tà

et les graisses animales. Les ligands de la famille des HAP ont une affinité moins importante, 

deà l o d eà duà μM.à Laà plupa tà deà esà liga dsà o tà o eà a a t isti ueà st u tu aleà d t eà
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aromatique et plan. De plus, la plupart de ces polluants provoquent de nombreux effets 

toxiques chez les organismes vivants ; par exemple, le benzo(a)pyrène (BaP) a été classé 

a ig eàpa à l OM“à o ga isatio à o dialeàdeà laàsa t àduàfaitàdeàsaàg oto i it à toutà

comme 14 autres HAP dont certains sont aussi des ligands du AhR). Les dioxines et certains 

aut esàpollua tsàso tà gale e tàp oduitsàe àpetiteà ua tit àlo sàd uptions volcaniques et 

de feux de forêt. 

Des liga ds d’o igi e atu elle,à appo t sà pa à l ali e tatio ,à o tà gale e tà t à ide tifi sà

o eà ago istesà età a tago istesà duà áh‘.à Pa à e e ple,à leà es at olà , , à

trihydroxystilbène), qui appartient à la famille des polyphénols, a été identifié comme un 

antagoniste du AhR (Ciolino et al., 1998). Il est présent dans certains fruits comme le raisin et 

possède une activité anti-oxydante et anti-inflammatoire reconnue.àD aut esà ol ules,àdo tà

les flavonoïdes, regroupent de nombreux composés naturels, sont églement des ligands du 

AhR: la quercétine (présente dans certaines plantes comme dans le Capparis spinosa) est 

d iteà o eàu àago isteàalo sà ueàl α-naphtoflavone, dérivée synthétique des flavonoïdes, 

est coura e tàutilis eà o eàa tago isteàduàáh‘.àCetteà ol uleàaàlaà apa it àd e p he  

la liaison des HAP et HAH sur le AhR tout en étant un agoniste partiel. 

 

Figure 42 : Principaux ligands exogènes du AhR. 

 

4.2.2. Les ligands endogènes 

A ce jour, le ou les ligands physiologiques du AhR ne sont pas encore connus avec 

certitude. Cependant de nombreux candidats potentiels ont été identifiés et sont des 

gulateu sàdeàl e p essio àdeàlaà atte ieàdeàg esàd pe da tsàduàáh‘.àLesàliga dsàp su sà

incluent des dérivés du tr ptopha eà età desà i doles,à l a ideà a a hido i ue,à e tai sà

leu ot i esà Lipo i eàá àetàdesà ta olitesàdeàl h eà ili u i eàetà ili e di e à figu eà43). 
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Parmi ces ligands, les dérivés du tryptophane ont été les plus étudiés. Le tryptophane est un 

acide aminé essentiel. Il est métabolisé en de nombreuses molécules actives comme la 

sérotonine et la cynurénine. Un article récent montre que dans des cellules de gliomes 

humains, la cynurénine se lie au AhR et provoque sa translocation nucléaire ainsi que 

l a tivation de ses gènes cibles (Opitz et al., 2011). 

De plus, le 6-formylindolo[3,2- ] a azoleà FIC) ,à p oduità lo sà deà l i adiatio à duà

tryptophane par les ultra-violets (et ainsi produit naturellement dans la peau), a été identifié 

comme un ligand du AhR et un activateur du Cyp1A1 (Rannug et al., 1987) (Wei et al., 1998). 

Cetteà ol uleàposs deàu eàt sàhauteàaffi it àpou àleàáh‘à deàl o d eàduà Mà omme la TCDD). 

Le FICZ est surtout produit dans les kératinocytes, il est rapidement converti par le Cyp1A1 et 

ses métabolites sont retrouvés dans les urines humaines (Wincent et al., 2009). Cet agoniste 

puissant du AhR se différencie ainsi significativement des HAHs qui sont, de par leur lipophilie 

et leur résistance au métabolisme des xénobiotiques, généralement persistants et non 

métabolisés. 

 

Figure 43 : Principaux ligands endogènes du AhR. 

 

Le 7-ketocholestérol(7KC) appartient à la famille des oxystérols. Il est principalement 

p oduità pa à l auto-oxydation du cholestérol. Cette molécule est un puissant modulateur 

endogène de AhR (Figure 44). En effet, le 7KC est un compétiteur féroce de la TCDD pour sa 

liaiso àauàáh‘.à L IC àdeà etào st olàpou à laàTCDDàestà o p iseàe t eà Màetà M. Il 

empêche la liaison de AhR à ses éléments de réponses, XRE, i hi a tà ai sià l a ti it à

transcriptionnelle de CYP1A1 (Savouret et al., 2001). 
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Figure 44 : Le 7-Ketocholestérol est un modulateur du AhR. Dans les cellules mammaires T47-D, le 7KC est le 

seul oxystérol capable de déplacer la liaison de la TCDD au AhR (Savouret et al., 2001). 

 

4.3. Expression et régulation du AhR 

 

Le gène codant pour AhR est situé sur le chromosome à hezà l ho eà età su à leà

chromosome 11 chez la souris (Le Beau et al., 1994) (Schmidt et al., 1993). Dans les deux 

espèces, son ARNm est constitué par 11 exons. 

 

4.3.1. Pat o  d’e p essio  du AhR 

In vivo, de nombreuses études ont montré que le AhR était exprimé de façon ubiquiste 

avec, cepe da t,àdesà a iatio sàduà i eauàd e p essio àselo àlesàtissus.àChezàl Ho e,àlesàplusà

hautsà i eau àd e p essio àso tà et ou sà hezàl adulteàda sàleàpla e ta,àleàpou o àetàleàfoieà

(Dolwick et al., 1993). Le AhR semble exprimé très tôt durant le développement 

embryonnaire. L uipeàduàD .àB.D.àá ottàaà tudi ,àpa àh idatio à in situ, l e p essio àde 

l á‘N  durant le développement embryonnaire (de 10 à 16 jours de gestation) de souris 

C57BL/6N. Cette étude montre que le AhR est exprimé dès le 10ème
 
jour de gestation dans le 

neuroépithélium, dans le ganglion trigéminal
 

(au niveau de la branche ophtalmique et 

mandibulaire) et dans les cellules de la crête neurale dérivées des arcs branchiaux 1 et 2. 

L e p essio àdeà la protéine AhR d o tàg aduelle e tàda sà esà tissusà jus u auà jou à àdeà
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gestation. A contrario, il devient détectable dans certaines régions spécifiques du cerveau 

do tàl hippo a pe (Abbott and Probst, 1995). Le AhR est également présent dans le système 

nerveux périphérique au niveau des ganglions rachidiens à partir du jour 12 de gestation. 

Des expériences de Western Blot, ont déterminé la présence de AhR dans le cervelet 

de souris C57BL/6J (P0, 3, 6, 10, 21 et adulte). L e p essio à a i aleàdeàáh‘àseàsitueàe t eà à

et 10 jours post natal. Elle diminue par la suite (Williamson et al., 2005). 

AhR et son partenaire ARNT (AhR Nuclear Translocator) sont généralement co-

exprimés. Maisàilàe isteàaussiàdesàdiff e esàd e p essio àda sà e tai sàtissusà;à e iàpeutà t eà

isàe à elatio àa e à lesà ultiplesà fo tio sàd á‘NTà uià lieàd aut esàpa te ai esàp ot i uesà

(Schmidt and Bradfield, 1996). 

 

4.3.2. R gulatio  de l’e p essio  du AhR 

Leàp o oteu àduàáh‘à eà o tie tà iàdeà oitesàTáTáà iàdeà oitesàCCáTTà o eàl á‘NTà

et HIF1a). En revanche, il possède une région riche en GC. La liaison de SP1 (specificity protein 

1) et de SP3 est indispensable pour une expression basale de AhR (Eguchi et al., 1994) 

(Fitzgerald et al., 1998) (Wolff et al., 2001).à Cesà a a t isti uesà so tà ellesà d u à g eà deà

ménage (Eguchi et al., 1994) (Garrison and Denison, 2000). 

L e p essio àd áh‘àestà gul eàpa àplusieu sà oiesàdeàsig alisatio à Wnt, AP1 (activator 

protein 1, PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor alpha)… .àLeàp o oteu àduàáh‘à

humain contient six éléments de réponse à AP1 et deux sites de liaison de AP2 (Wolff et al., 

2001).àLaàsti ulatio àd áP ,àda sà lesàMCF ,àe t ai eàu eàaug e tatio àdeà l e p essio àdeà

AhR, signature des gènes de défense au stress (Spink et al., 1998). 

L e p essio àduàáh‘àestà gale e tài duiteàpa àleàTGF dans des cellules cancéreuses 

de poumons humain (Döhr et al., 1997) et dans les HepG2 (Wolff et al., 2001) ainsi que par le 

PPAR dans des cellules cancéreuses du colon (Fallone et al., 2005). 

Un traitement des cellules cancéreuses de la prostate par le Lithium chloride, par un 

milieu conditionné Wnt3a ou par transfection de la forme hyperactive de la -caténine 

p o o ueà gale e tàu eàaug e tatio àdeàl e p essio àdeàáh‘à(Chesire et al., 2004). 
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Le gène AhR est également sous la régulation épigènetique. La TSA, un inhibiteur des 

HDáCàp o o ueàu eài du tio àdeàl e p essio àdeà eàde ie  (Garrison et al., 2000). 

 

4.4. Structure protéique du AhR  

 

áh‘àestàu eàp ot i eà o stitu eàdeà àa idesàa i sà àKDa à hezàl ho eàetàdeà

805 acides aminés (90 KDa) chez la souris C57bl6. 

Il est composé de 3 grands domaines : le domaine basique loop helice loop (bHLH), le 

domaine PAS et le domaine de transactivation (TAD) (Figure 45).  

 

Figure 45 : Principaux domaines protéiques de AhR Sur schéma est représenté en rouge le domaine bHLH, en 

vert les trois domaines PAS et en jaune le TAD. 

 

4.4.1. Le domaine bHLH 

Ce domaine forme la région N-terminale de AhR. Il est commun à de nombreux 

facteurs de transcription comme c-Myc ou MyoD (Myogenin D). Il est subdivisé en 2 sous 

domaines.à Toutà d a o d,à le sous domaine basique (b) o pos à d a ides aminés chargés 

positivement. Il pe età l i te a tio à duà fa teu à deà t a s iptio à a e à laà s ue eà d áDNà

chargée négativement. Le sous do ai eàHLHàestài po ta tàpou àl h t odi e isatio àduàáh‘à

a e à l á‘NT.à Ilà po teà gale e tà u à otifà NE“à (Nuclear Export Signal) pe etta tà l e po tà

nucléaire du AhR. A cheval sur les deux sous domaines, AhR possède également une séquence 

de localisation nucléaire NLS (Nuclear localisation Signal). 
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4.4.2. Le domaine PAS 

La partie centrale de AhR est constituée par le domaine PAS.à C est un motif très 

o se à auà ou sà deà l olutio .à O à leà et ou eà hezà lesà pla tes,à lesà p o a otes,à lesà

invertébrés et les vertébrés. Il est présent dans les protéines impliquées dans la perception de 

l e i o e e tà se seu àd o g e, de lumière…). 

PAS est un acronyme formé par la première lettre des protéines où il fut initialement identifié : 

 PER: protéine, codée par le gène période chez la drosophile, impliquée dans la 

régulation du rythme circardien (Reddy et al., 1986) (Citri et al., 1987). 

 ARNT: identifié comme essentiel dans la signalisation du AhR (Hoffman et al., 1991). 

 SIM: protéine codée par le locus Single Minded importante pour le développement 

neurologique (midline cell lignage) chez la drosophile (Jackson et al., 1986) (Nambu et 

al., 1991). 

 

Figure 46 : Structure des membres fondateurs de la famille PAS : Per, ARNT et Sim. Le pou e tage d’ho ologies 

de SIM et PER par rapport à ARNT est indiqué (Gu et al., 2000). 

 

Le domaine PAS est défini comme étant la région homologue entre ces 3 protéines 

fondatrices. Il est composé de 250 à 300 acides aminés contenant 2 sous domaines appelés A 

et B séparés par environ 50 acides aminés imparfaitement répétés (Hoffman et al., 1991) 

(Nambu et al., 1991). 

Bie à u à laà le tu eà deà laà s ue eà p i ai e,à leà do ai eà Pá“à soità assezà di e ge tà d u eà

p ot i eà àu eàaut e,àl a hitecture 3D de ce domaine est très conservée (Henry and Crosson, 

2011). 

PAS A estài pli u àda sàl hétérodimerisation avec ARNT. PAS B est surtout important 

pour la liaison du ligand :à estàleàligand binding domaine (LBD) du AhR. Il permet également 

laàliaiso àd u eàp ot i eà hape o eàHSP90 et  contient une autre séquence NES.  
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Dans les protéines impliquées dans le rythme circadien, en C-terminal de PAS A et B, un 

domaine supplémentaire, PAS C a été identifié. Il contribue au maintien de la bonne 

conformation de PAS B. 

 

4.4.3. Le domaine de transactivation (TAD) 

Enfin, en C-terminal, le domaine transactivateur du AhR, aussi appelé TAD, est 

constitué de 3 parties: 

 Une partie riche en résidus acides, Glutamate et Aspartate (515-538) 

 Une partie riche en Glutamine (643-740) ueàl o à o eà«  Q rich domain » 

 U eàde i eàpa tieà i heàe àP oli e,à“e i eàetàTh o i e,àa g eàsousà l a o eà

P/S/T domaine 

La seconde partie, Q rich, est importante pour la liaison des cofacteurs. Par exemple, les 

coactivateurs SRC 1, 2 et 3 sont présents sur les motifs XRE de Cyp1A1 après traitement par la 

TCDD (Kumar and Perdew, 1999). AhR est également capable de lier des corepresseurs comme 

SMRT (Fallone et al., 2004). 

L ho ologieà deà s ue eà e t eà leà TáDà u i à età hu ai à està fai leà % .à Cetteà

différence pourrait en partie expliquer quelquesà di e ge esà da sà l i du tio  de certains 

gènes cibles du AhR entre les cellules humaines et murines après traitement par la TCDD. De 

e,à laà a iatio àtissulai eàd e p essio àdeà esà o egulateu sàpou ait en partie expliquer 

les différences de réponse et de sensibilité tissulaire et cellulaire à certains ligands du AhR. 

 

 

4.5. M a is e d’a tio  de AhR 

 

En absence de ligand, AHR est localisé dans le cytoplasme. La liaison du ligand sur AhR 

pe etàdo àso àpassageàd u eàfo me inactive à une forme active. 



94 

 

 

Figure 47: Représentation schématique du complexe cytoplasmique du AhR. Les 2 protéines chaperonnes Hsp90 

interagissent, au niveau de leur domaine central, avec les domaines HLH et PAS-B du AhR alors que la protéine 

co-chaperonne p23 interagit avec Hsp90 au niveau de son domaine N-terminal. La protéine XAP2 se lie au AhR au 

niveau de sa partie centrale et aux Hsp90 au niveau de leur partie C-terminale (Petrulis and Perdew, 2002). 

 

4.5.1. Le complexe cytoplasmique 

Dans le cytoplasme, AhR forme un complexe protéique o stitu à d u à di eà deà

protéines chaperonnes ou « Heat shock proteines » 90 (Hsp90), de XAP2 (aussi nommée Ara9 

ou AIP) et de la co-chaperonne p23 (Figure 47). 

Les HSP90 

Ahr est lié à 2 HSP90. Celles-ci sont impliquées dans la stabilité du AhR en le protégeant 

deà l u i ui atio .à Ellesà fa o ise tà gale e tà laà liaiso à à sesà liga dsà e à luià pe etta tà

d adopte àu eà o fo atio àad uate.àLaàpremière HSP90 interagit avec le domaine bHLH du 

AHR. Elle masque le motif NLS, favorisant ainsi sa rétention cytoplasmique. L aut eàH“P àestà

li àauàdo ai eàPá“àB.àElleà eàse aàli eà ueàda sàleà o auàpe etta tàalo sàl i te a tio àdeà

áh‘àa e àl á‘NT (Pongratz et al., 1992). 

XAP2 

Cette protéine chaperonne interagit avec AHR au niveau du domaine PAS A (Bell and 

Poland, 2000).àCo eàlesàH“P ,àXáP àestài po ta te,àd u eàpa tàen assurant la stabilité du 

áh‘à e à leà p ot gea tà desà u i uiti esà ligases,à età d aut eà pa t,à pou à saà lo alisatio à

cytoplasmique en masquant la deuxième séquence NLS et en pe etta tàl a ageàduàáh‘àauà

seauàd a ti e.à 

P23 

P23 est une protéine co-chaperonne de AhR. Elle va se lier indirectement à ce dernier 
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g eà àlaàH“P .àP àestài po ta teàpou àlaà gulatio àdeàl a ti it àduà epteu .àSon absence 

du  complexe cytoplasmique, permettra à AhR d t e actif indépendamment de la présence 

de ligand (Kazlauskas et al., 1999). 

Dans le cytoplasme, AhR peut également se complexer avec Src. Ce dernier va être 

relargué lorsque AHR sera activé par son ligand. Il  pourra alors phosphoryler ses partenaires 

(Köhle et al., 1999).àPa àe e ple,à l a ti atio àdeà laà oieàFáK/“ àpa à laàTCDDàe t ai eàu eà

modification structurelle des points focaux des HePG2 modifiant leurs propriétés migratoires 

(Tomkiewicz et al., 2013). 

 

4.5.2. Le o ple e u l ai e: i te a tio  ave  l’ARNT 

ARNT aussi appelée HIF1 est la première protéine «PAS domain» identifiée chez les 

mammifères. Cette protéine est exprimée de manière ubiquiste et intervient dans les 

po sesà à l hypoxie et aux xénobiotiques grâce à son hétérodimerisation, respectivement, 

avec HIF1 et AhR.  

Les souris ARNT-/- eu e tà àE ,à à à auseàd u àd fautàd a gioge seàempêchant la 

formation des vaisseaux sanguin du sac vitellin (Maltepe et al., 1997). 

Le SNC et les reins expriment, e àplusàd á‘NT,àune autre isoforme:àl á‘NT .àCesàdeux 

protéines ont une homologie de 90% (Dougherty and Pollenz, 2008).àL affi it àdu AhR pour 

á‘NTàouàá‘NT àestàide ti ue.àLeà e ute e tàd u eàisofo eàplutôtà ueàd u eàaut eàpou rait 

être dépendant de leur quantité respective et de la nature du ligand (Hankinson, 2008). ARNT2 

s h t odi e iseà gale e tàa e àHIF . Les cultures primaires de neurones de souris ARNT2-

/- sont en stress hypoxique sévère. Contrairement aux souris ARNT-/-, les souris ARNT2-/- ont 

un développement embryonnaire normal mais meurent prématurément. Elles présentent un 

d fautàdeàd eloppe e tàdeàl h pothala us identique à celui observés chez les souris SIM1-

/- (Keith et al., 2001). Ces résultats suggèrent que, malgré leur forte homologie de séquence, 

lesà àisofo esàposs de tàe àplusàdeàleu sà ôlesà o u sà ota e tàlaà po seà àl h po ie ,à

des fonctions différentes.  

 

4.5.3. L’a tivatio  pa  les liga ds 

Les ligands du AhR sont en général très lipophiles et diffusent à travers la membrane 
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plasmique des cellules. La liaison entre le ligand et le AhR induit un changement de 

o fo atio à duà epteu à uià p o o ueà l e positio à duà sig alà deà lo alisatio à u l ai eà

présent dans la région N-terminale du récepteur. Le complexe formé du AhR, de la protéine 

Hsp90 restante, de p23 et du ligand, migre alors dans le noyau. Les protéines chaperonnes 

vont alors se dissocier et le AhR se lier avec son co-partenaire ARNT. Cette liaison masque la 

s ue eàd e po tatio à u l ai eàduàáh‘.àL h t odi eàáh‘/á‘NTàseàlieà àdesà l e tsàdeà

réponse appelés « Xenobiotic Responsive Element » (XRE) localisés dans les promoteurs de 

gènes cibles et recrutent de nombreux coactivateurs (SRC1, P300, CBP) (Kobayashi et al., 

1997), (Kumar and Perdew, 1999). Plusieurs  de ces gènes cibles sont des enzymes du 

métabolisme des xénobiotiques telles que le cytochrome P450 1A1 (Figure 48). 

 

Figure 48: Voie de transduction du AhR. Le AhR fait pa tie d’u  o ple e toplas i ue ui o p e d  

protéines chaperonnes HSP90, une protéine co-chaperonne p23 et la protéine XAP2. Après liaison de son ligand, 

le AhR ig e da s le o au et s’h t odi ise avec son partenaire ARNT. Cet h t odi e se lie à l’ l e t de 

po se au  o ioti ues XRE, ’- TNGCGTG- ’  da s les p o oteu s des g es i les do t il a ti e la 

transcription. 

 

4.5.4. XRE et séquences associées 

LeàX‘Eàestà o stitu àpa àlaàs ue eà -TNGCGTG- .àáh‘àseàlieàsu àleàdemi site TNGC 

alo sà ueàá‘NTào upeàl aut eà oiti àdeàlaàs ue eà GTG à(Bacsi et al., 1995) (Schmidt and 

Bradfield, 1996).à Ceà siteà està dità a o i ue.à C està leà siteà deà liaiso à lassi ueà deà áh‘à su à leà

promoteur de Cyp1A1 après traitement par la TCDD. Mais des études plus récentes montrent 

ueà l h t odi eà áh‘/á‘NTà està apa leà de se lier à des séquences XRE non 

conventionnelles présentes sur les promoteurs des gènes PON1 (Paraoxonase 1) et BAX, en 
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fonction des ligands mis en jeu (Gouédard et al., 2004). 

 

4.5.5. Modifications post-traductionnelle 

Les modifications post-traductionnelles du AhR peuvent moduler son activité 

indépendamment de sa régulation par ses ligands. La phosphorylation des sérines 12, 16 et 

36 du NLS, par la PKC, bloque le AhR dans le cytoplasme malgré la présence de ligand. Ces 

phospho latio sàpou aie tà ause àu àd fautàd i te a tio àe t eà leàNL“àetà leà t a spo teu à

nécessaire à la translocation nucléaire du AhR. A contrario, la phosphorylation de la sérine 68 

duàNE“àpa àlaàMáPàki aseàp à lo ueàl e po tàduàáh‘àduà o auà e s le cytoplasme (Ikuta et 

al., 2004).àLaàPKá,àa ti eàpa àu eàaug e tatio àdeàl áMPà li ue,àphosphoryle le AhR ce qui 

p o o ueàsaàt a slo atio à u l ai eàda sàlaàlig eà ellulai eà Hepa .àMaisàl á‘NTà eàseàlieàpasà

à cette forme nucléaire de AhR. Cetteà t a slo atio à u l ai eà duà áh‘à i flue eà pasà

l e p essio àduàC p a ,à eà uiàsugg eàl a ti atio àd une réponse alternative encore inconnue 

(Oesch-Bartlomowicz et al., 2005). L oméprazole, inhibiteur des pompes à protons utilisé 

o eàa tiul eu ,ài duitàl e p essio àduàC p a àvia le AhR mais sans le lier directement 

(Dzeletovic et al., 1997). Ce processus impliquerait la phosphorylation de la tyrosine 320 du 

áh‘àpa àdesàp ot i esàki asesàa ti esàpa àl o p azoleà(Backlund and Ingelman-Sundberg, 

2005). 

 

4.5.6. Inhibition du signal AhR 

Il est important que la protéine AhR soit régulée. D u eàpa tàafi àde contrôler la durée 

età l a plitudeàdeàlaà po seàduàáh‘àap sàso àa ti atio àpa àsesà liga ds;àd aut eàpa t pour 

pe ett eà laà li atio àdeà l á‘NTàafi à u ilà puisseà agi à a e à sesà aut esàpa te ai esà HIF , 

“IM … àda sàd aut esà oiesàdeà sig alisatio .à L e p essio àetà l a ti it àdeàáh‘àpeu e tà t eà

modulée de 2 manières: premièrement grâce à sa dégradation par le protéasome, 

deu i e e tàpa àl a tio àd u eàaut eàprotéine à domaine PAS, le AhRR (Aryl hydrocarbon 

Receptor Repressor). 

Le protéasome 

Après liaison de son ligand, le AhR est rapidement dégradé. Sa concentration nucléaire 
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està a i aleà à à hàap sà l i du tio àpa à laàTCDDàpuisàdi i ueà apide e tà (Pollenz et al., 

1998). Cette dégradation est dépendante du protésome puisque le MG132 empêche celle-ci. 

L utilisatio àdeàlaàLepto i eàB,àu eàd ogueà uià lo ueàl e po tà u l ai e,àa olità gale e tà

cette dégradation ce qui laisse penser que l a tio à duà p ot aso eà està toplas i ue 

(Davarinos and Pollenz, 1999).àU eàaut eàp ot i eàestài dispe sa leà à eà a is e.àIlàs agità

deàl áDPF (AhR degradation promoting factor). Elle se lie au domaine TAD et agit comme une 

E3 ubiquitine ligase (Ma and Baldwin, 2002) (Ma, 2007). 

Le AhRR 

Présentation générale 

AhRR comme AhR et ARNT appartient à la famille des protéines bHLH-PAS.  AhR et 

AhRR possèdent une forte homologie de chacun de ces deux domaines. AhRR peut donc 

s h t odi e ise à a e à l á‘NTà età seà lie à au à s ue esà X‘E.àMaisà áh‘‘à eà poss deà ià deà

do ai eàPá“àBà iàdeàdo ai eàQà i he.àIlà estàdo àpasàdi e te e tàse si leàau àliga dsàdeà

AhR et il est incapable de recruter des coactivateurs permettant la transcription de gènes 

cibles (Mimura et al., 1999) (Karchner et al., 2002) (Figure 49). 

 

Figure 49: Représentation par domaines du AhRR et du AhR murin. Les valeurs (%) représentent le pourcentage 

d’ho ologie e t e les do ai es des AhR et AhRR u i s. Les do ai es HLH et PAS A sont très conservés entre 

les 2 protéines contrairement au domaine C-te i al ui p se te seule e t , % d’ho ologie Mi u a et al., 

1999). 

 

Le gène AhRR est localisé sur le chromosome 13 chez la souris. Ilàse leàp o e i àd u eà

duplication du gène AhR ancestral. Ilà estàe p i à ià hezàlesài e t s,à ià hezàlesà e t sà

p o es.à Ilàestàappa uàap sàleàáh‘àda sàl olutio .à (Dehal et al., 2002) (Goldstone et al., 

2006).  
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Son promoteur contient 1 élément de réponse au NFk, 3 régions riches en GC et 3 (ou 

4) séquences XRE (Baba et al., 2001).àIlà estàdo àpasàsu p e a tàdeà o state à ueàl e p essio à

de AhRR augmente après traitement par les ligands AhR.  

Chezàlaàsou is,àleà e eauàetàleà œu àso tàlesào ga esàoùàlaà ua tit àd á‘N à oda tà

pour AhRR est la plus importante (Bernshausen et al., 2006). 

 

M a is es d’a tio  

Leàfo tio e e tàdeàáh‘‘à estàpasàe o eà ie à o p is.àáuàfilàdesà tudes,à à a is esà

d a tio ào tà t àp opos s. 

 Compétitio àpou àl á‘NT. 

AhRR, comme AhR, possède un domaine PAS A. Des expériences de co-immunoprecipitaion 

montrent une interaction entre AhRR et ARNT (Mimura et al., 1999):àáh‘‘ài hi e aitàl a tio à

duàáh‘àe àleàp i a tàdeàso àh te odi eàl á‘NT.àDeàplus,à elaàd as ue aàleà otifàNE“àduà

récepteur permettant ainsi sa dégradation dans le cytoplasme par le protéasome. Mais après 

surexp essio à d á‘NT,à lesà effetsà p esseu sà deà áh‘‘à so tà toujou sà o se s.à Do à laà

o p titio àe t eàáh‘àetàáh‘‘àpou àl á‘NTà estàpasàleà a is eàdeàrépression principal 

(Evans et al., 2008). 

 Co p titio àpou àl X‘E 

Les domaines bHLH de AhR et de AhRR sont homologues. Des expériences de CHIP indiquent 

une liaison de AhRR sur les séquences XRE (Mimura et al., 1999). AhRR serait donc capable de 

g e ààlaàliaiso àdeàáh‘àsu àsesà l e tàdeà po sesàetàai siàdeàdi i ue àl e p essio àdeàsesà

gènes cibles. Mais une mutation du domaine basique, rendant AhRR incapable de se lier aux 

s ue esà X‘Eà aisà eà tou ha tà pasà so à sig alà NL“ ,à a olit pas son activité répressive 

(Evans et al., 2008).àDo àlaà o p titio àpou àlesàX‘Eà estàpas non plus leà a is eàd a tio à

principal de AhRR. 

Pour aller encore plus loin, Evans et al,ào tà o t à ueàlaàsu e p essio àd á‘NTà o i eà

à la mutation du domaine asi ueàdeàáh‘‘à a laitàpasàso àpou oi ài hi iteu . 

 Corépresseur 
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Un 3ème mécanisme pourrait expliquer les effets du AhRR. AhRR en se liant au complexe 

AhR/ARNT/XRE empêcherait le recrutement de coactivateurs transcriptionnels et/ou 

favoriserait le recrutement de corépresseurs. Oshima et al ont montré que la partie C-

terminale (342-701) de AhRR se lie à Ankra2. Cette protéine recrute des HDAC 4 et 5 ((Oshima 

et al., 2007). Mais cette hypothèse est controversée. Une étude montre, grâce à des mutants 

de délétion, que seule la partie N-terminale est importante pour le pouvoir répresseur de 

AhRR (Evans et al., 2008). 

 

Figure 50: Mécanismes de répression de la protéine du AhR par le AhRR. Le AhRR régule le AhR par 2 mécanismes 

: le premier mécanisme proposé est une compétition entre AhR et AhRR pou  la liaiso  a e  l’ARNTavec liaison de 

AhRR-ARNT. Le deu i e a is e p opos  est la t a s p essio  ia la fo atio  d’u  o ple e à  p ot i es 

(AhR-ARNT/AhRR-ARNT) (Hahn et al., 2009) d’ap s Ali e Che allie . 

 

4.6. Rôle du AhR dans le système nerveux 

 

Très peu de données concernant le rôle du AhR dans le système nerveux sont 

disponibles. La majorité des articles publiés sur les mammifères consistent à étudier les 

conséquencesàd u e u eà i to i atio àpa à laàdio i e.àNousàa o sàdo àd id àd a al se à laà

bibliographie du áh‘àouàdeàsesàho ologuesàdu a tàl olutio àpou àte te àdeà o p e d eàso à

rôle chez les mammifères. 
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4.6.1. Phylogénie 

Le récepteur Aryl hydrocarbone est bien conservé auà ou sàdeàl olutio .àIlàestàaussià

bien exprimé chez les invertébrés que chez les vertébrés. Chez les premiers, il ne contient pas 

de domaine PAS B (Kudo et al., 2009).àIlà eàlieàpasàdesàliga dsàe og esà o eàlaàTCDDàetàl -

et-naphtoflavone (Reitzel et al., 2014) (Butler et al., 2001), ce qui neàsig ifieàpasà u ilà eà

possède pas de ligands endogènes. Ilsà o t sans doute pas encore été identifiés. Cependant, 

il est aussi possible que le AhR soit un facteur de transcription classique. 

L a o eà toil eà Nematostella vectensi) exprime AhR au stade larvaire précoce dans 

leàte itoi eàduàfutu àtissuà eu al.àIlàestài t essa tàdeà o state à ueàl á‘NTàest,àlui,àe p i à à

un stade larvaire tardif. De plus, des expériences de co-immunoprécipitation semblent 

i di ue à u ilà e isteàpasàd i te a tio àe t e eu .àL h t odi e isatio àe t eàáh‘àetàá‘NTà

serait donc apparue plus tardivement (Reitzel et al., 2014). En effet chez la drosophile cette 

oieàdeàsig alisatio àestà o se e.àL o thologueàd á‘NTàestà o àTa go. 

Lesà sultatsàd e p ie esàd i alidatio àdu AhR, chez le nématodes (C.elegans) et 

chez la drosophile (D.Melanogaster) démontrent son importance dans des fonctions 

endogènes, en particulier du système nerveux, non dépendante du métabolisme des 

xénobiotiques.  

Le poisson zèbre (Danio rerio) est un modèle classiquement utilisé en ecotoxicolgie. Il 

etàe à ide eàl olutio àduà ôleàd áh‘.àE àeffet,à hezà etteàespèce 3 isoformes du AhR ont 

été mises en évidence : AhR1a, AhR1b et AhR2 (Karchner et al., 2005). AhR1a, dont le gène est 

localisé au niveau du chromosome 16, est principalement exprimé dans le foie et le rein et ne 

lie pas les ligands exogènes comme la dioxine ou la -naphtoflavone (Andreasen et al., 2002). 

“aàfo tio à aàpasàe o eà t à lu id e.àCo t ai e e tà àáh‘ a,àlesàp ot i esàáh‘ àetàáh‘ à

(dont les gènes sont adjacents sur le chromosome 22) ont la capacité de lier les ligands 

classiquement décrits chez les mammifères. AhR1b est exprimé très tôt durant le 

d eloppe e tàe o ai eàda sàleà e eau,àleà œu àetàlesàgo adesà o t ai e e tà àáh‘ à

do tà l e p essio àestàu i uitai e.à Leàáh‘ àestà i pli u àda sà laà po seà au à o ioti uesà

alors que AhR1b possède une fonction plus physiologique qui reste encore à caractériser 

(Karchner et al., 2005). 

Des homologues du AhR ont également été identifiés chez les oiseaux, les reptiles et 
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certains amphibiens comme la grenouille (Hahn, 2002). Chez les mammifères, une unique 

isoforme du AhR a été identifiée (Hahn et al., 2006). 

Nematode 

Chez le nématode Caenorhabditis elegans, l o thologue
 
du AhR, nommé ahr-1 (« aryl 

h d o a o à e epto à elatedà à» ,àpa tageà %àd ho ologieàdeàs ue eàa e àleàdo ai eà

bHLH du AhR murin et 35% avec son domaine PAS (Mimura and Fujii-Kuriyama, 2003). De plus, 

l uipeàduàP .àPo ell-Coffman a identifié la protéine co-partenaire de ce récepteur, appelée 

aha-1 qui similairement à ARNT, se lie à de multiples protéines PAS comme le ahr-1 et les 

fa teu sài duitsàpa àl h po ieà(Powell-Coffman et al., 1998). Des études menées in vitro dans 

des réticulocytes de lapin ont montré que le ahr-1 partage de nombreuses propriétés 

biochimiques avec son homologue murin. En effet, ahr-1 est capable de se complexer avec les 

protéines chaperonnes Hsp90 et également avec ARNT. AhR-1 est exprimé pendant le 

développement embryonnaire et larvaire et plus particulièrement dans les neurones (Qin and 

Powell-Coffman, 2004). La mutation de AhR-1 provoque une atteinte des motoneurones 

GABA, les motoneurones RME  (innervant les muscles de la tête et contrôlant le 

comportement de forage pour la recherche de nourriture).  

 

Figure 51 : Représentation schématique du système GABAergique du nématode C.elegans. Les motoneurones 

GABA de type D innervent les muscles du corps, les motoneurones AVL et DVB innervent les muscles entériques 

et le eu o e RIS est u  i te eu o e. Les oto eu o es RME i e e t les us les de la t te, e tai s d’e t e 

eu  e p i e t le AhR et l’a se e de e de ie  p o o ue un défaut de leur différenciation (Schuske et al., 2004) 

s h a d’ap s Ali e Che allie . 

 

Les 4 neurones RME se subdivisent en 2 lignées (gauche/droite ou dorsal/ventral) qui 

se différencient par leurs connexions dendritiques (Figure 51). Il a été montré que seuls les 

neurones RME du sous-groupe gauche/droite (RMEL, RMER ; L pour Left et R pour Right) 

exprimaient le ahr-1. Lorsque celui-ci est muté, ces neuro esào tàdesàd fautsàd e te sio sà

s apti uesàetàd e p essio àdeà a ueu sà sp ifi uesàdesà eu o esà‘MEL/‘.à Toutefois,à laà

synthèse et le transport du GABA ne sont pas altérés. Les 2 neurones RMEL/R adoptent un 
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phénotype dorso-ventral identique aux neurones RMED/V (D pour dorsal et V pour ventral) 

(Huang et al., 2004). Le ahr-1 joue ainsi un rôle dans le programme de différenciation des 

motoneurones RME. Les conséquences comportementales de ce défaut de différenciation 

o tàpasàe o eà t à tudi es. 

La perte du ahr-1 entraîne également une suppression du comportement social 

d ali e tatio àdesà atodesà(Qin and Powell-Coffman, 2004). Ce comportement est régulé 

par divers facteurs environnementaux comme la concentration en oxygène et en nutriments. 

La sensibilité du ver aux variations en oxygène dépend de 4 neurones (AQR, PQR, URXR et 

URXL). La réexpression du ahr-1 dans ses 4 neurones est suffisante pour restaurer le 

o po te e tàso ialàd ali e tatio àdesà atodesàah -1 mutants. 

AhR-1 est également impliqué dans la biosynthèse des acides gras polyinsaturés à 

longue chaine (Aarnio et al., 2010). Ces acides gras peuvent perturber la plasticité neuronale 

chez le nématode (Marza and Lesa, 2006). 

AhR- àagitàsu àl a o isatio àde d iti ueàdesà eu o esàse sitifsà(Smith et al., 2013). 

Les neurones nociceptifs PVD ont une arborisation dendritique importante, contrairement aux 

eu o esà duà tou he à áVMà età PVM.à L a o isatio à de d iti ueà duà atodeà està sousà leà

o t ôleà deà plusieu sà fa teu sà deà t a s iptio .à L u à desà plusà important est MEC-3. Il est 

faiblement exprimé dans les neurones PVD et fortement exprimé dans les neurones AVM et 

PVM. AhR- à aug e teà l e p essio à deà MEC- à eà uià di i ueà l a o isatio à de d iti ueà

avantageant la mise en place des neurones AVM et PVM à la place des neurones PVD. De plus, 

l aug e tatio àd e p essio àdeàMEC- à lo ueàl a ti it àdeàlaàp ot i eà e a ai eàHPO-30 

qui favorisait les PVD. 

Drosophile 

L o thologueàduàáh‘à hezàlaàD osophileàmelanogaster est appelé Spineless (Ss). Cette 

protéine partageà %àd ho ologie au niveau du domaine bHLH, 55% au niveau du domaine 

PAS-A du AhR murin et seulement 17% avec le PAS-B (Figure 16) (Duncan et al., 1998). 

Des études in vitro et in vivo ont permis de mettre en évidence que le dimère Ss/Tango, 

induit en absence de ligands exogènes, la transcription de gènes possédant un XRE -GCGTG-

 (Emmons et al., 1999). Ss est exprimé dans de nombreux tissus pendant le développement 
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embryonnaire et larvaire mais plus particulièrement dans les segments maxillaires, labiaux et 

mandibulaires de la tête, au niveau des pattes, antennes et « soies » ainsi que dans le système 

nerveux périphérique au niveau des segments thoraciques et abdominaux (McMillan and 

Bradfield, 2007). Ss est codé par un gène homéotique (qui influence la mise en place du plan 

d o ga isatio àduà o psà hezàlaàd osophile . Le mutant du gène Ss est pour la première fois 

étudié, en 1923, par un des pionniers de la génétique chez la drosophile, Calvin Bridges. Cette 

mutation provoque une réduction de la taille des soies.à Peuà ap sà d aut esà odifi atio sà

phénotypiques ont été décrites chez ces mutants. Le segment distal des antennes est 

transformé en segment distal de pattes tandis que la région tarsale des pattes est absente. 

Ces modifications phénotypiques sont aussi présentes chez le mutant Tango (Emmons et al., 

1999). 

Le SNP de la drosophile contient peu de neurones sensoriels, environ 44 par hémi-

seg e t.à Maisà ilsà e ou e tà u eà la geà pa tieà deà l pide e,à g eà ota e tà à leu à

arborisation dendritique. La majorité de ces neurones sont des da neurones (« dendritic 

arborisation neurons »). Ils sont subdivisés en 4 catégories en fonction de la complexité de 

leu à a o isatio àde d iti ue.àDa sà l o d eàdeà laà oi sà o ple eà à laàplusà o ple eà ousà

avons : les da neurones I, II, III et IV. La classe IV compte à elle toute seule plus de ramifications 

que les 3 autres réunies. La thermoception, la nociception et la coordination rythmique de la 

locomotion sont le fait de ces neurones qui expriment tous en des niveaux similaires Ss et 

Tango. 

Laà utatio àdeà“sàp o o ueàdesàa o aliesàda sàl a o isatio àde d iti ueàdeà esà eu o es. 

Chez les da neurones de type I et II cette mutation entraine une augmentation de 

l a o isatio àdendritique ainsi que de la taille des épines. En revanche, les da neurones de 

at go ieàIIIàetàIV,à oie tà àl i e se,àu eà du tio àdeàleu àa o isatio àde d itique et de la 

taille de leur épines. Les mutants Ss ont une harmonisation des classes de da neurones. Ils 

estàplusàpossi leàdeàfai eàlaàdiff e eàe t eàu àdaà eu o eàdeà lasseàI,àIIàetàIII.à“eulà eu àdeà

la classe IV restent identifiables malgré cette baisse.  

Ss réprime donc laà oissa eàetàl a o isatio àde d iti ueàdesà eu o esàdeà lasseàIàetà

II mais promeut celles-ci pour ceux de la classe III et IV. 

Enfin, il est intéressant de noter que les auteurs de cette étude (Kim et al., 2006), ne 

et ou e tàpasà esà sultatsà hezà leà uta tàTa go.à Ilsàe à o lue tà ueàTa goà estàpasà leà
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pa te ai eàd áh‘àda sà eàp o essus. Ce dernier emprunterait une autre voie. 

‘ e e t,à u eà uipeà aà i s à leà áh‘à u i à sousà leà o t ôleà d u à p o oteu à

inductible dans des drosophiles mutantes pour Ss (Céspedes et al., 2010).àIlsào tà o t à u e à

absence de dioxine, le AhR murin était capable de remplacer la fonction de Spineless chez la 

drosophile avec: 

 Une restauration presque complète du phénotype lié à la perte de fonction de 

Spineless durant le développement.  

 Une localisation du AhR murin dans le noyau comme son homologue invertébré.  

 Une liaison à la protéine co-partenaire Tango. Ce travail suggère que le AhR a conservé 

sesàfo tio sàa est alesàdu a tàl olutio .àáinsi, tout comme Spineless ou ahr-1, le 

áh‘à u i àpou aitàjoue àu à ôleài po ta tàda sàleàd eloppe e tàetàl ho ostasieà

du système nerveux.  

4.6.2. Effets de la TCDD sur le système nerveux des mammifères 

Les équipes de recherche se sont essentiellement concentréesàsu àlesàeffetsàd u àliga dà

exogène du AhR, la TCDD (très utilisée du fait de sa spécificité mécanistique) au cours du 

d eloppe e tà età su à l ho ostasieà duà s st eà e eu .à Deà plus,à eà pollua tà

e i o e e talàs a u uleàda sàl o ga is eàauà i eauàdesàtissus gras comme, le cerveau 

(Kakeyama and Tohyama, 2003) durant une dizaine de jours chez la souris. Son caractère 

lipophile lui permet de passer les barrières hémato-encéphalique et placentaires. Enfin, 

di e sesà tudesà pid iologi uesà hezà l Ho eàetàe p i e talesà hezàl a i alà o t e tà

que la TCDD possède de nombreux effets neurotoxiques (Birnbaum and Tuomisto, 2000). 

Etudes comportementales 

Les études comportementales alis esà hezàl a i alàap sàu eàe positio à àlaàTCDDàdu a tà

le développement, révèlent:  

 des défauts de coordination motrice chez des rats Wistar (diminution de leur habilité 

à rester sur le Rotarod) (Thiel et al., 1994). 

 une altération de la mémoire spatiale de rats Sprague-Dawley dans le test du 

labyrinthe radial à 8 branches
 
(Seo et al., 1999). 

 une perturbation de la motricité sur le test du plan incliné chez de jeunes rats Wistar 
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(Nishijo et al., 2007). 

 

Etudes épidémiologiques 

Depuisà à a s,à lesà he heu sà s i t esse tà au à effetsà desà pollua tsà o ga i uesà

persistants (POPs) sur la santé humaine. De nombreux rapports cliniques montrent sans 

ambiguïté les effets néfastes de la TCDD et des PCBs SNC. La circonférence crânienne des 

nouveau-nés est inversement proportionnelle à la quantité de TCDD présent dans le lait 

maternel (Nishijo et al., 2008) (Tawara et al., 2009). Ceci est un indicateur du retard de 

maturation cérébrale hezà leà fœtus.à Lesà e fa tsà di e te e tà i to i u sà pa à lesà PCBsà ouà

indirectement pendant la grossesse présentent des retards cognitifs. De nombreux cas de 

migraine ont aussi été signalés (Rogan and Gladen, 1992). 

 

Effets de la TCDD sur les oligodendrocytes 

U àseulàa ti leàfaità tatàdeàl i pa tàdeàlaàTCDDàsu àlaà li isatio àduà“NCà(Fernández 

et al., 2010).àL ad i ist atio ,à àdesà atesàágoutià oi esàauà eàjou àdeàgestatio ,àd u eà

unique dose modérée de TCDD (0,7 ug/kg), par voie orale entraine chez les rats de la portés 

P / ,à P ,à P à età P à u eà odifi atio à deà l e p essio à deà diff e tsà a ueurs de la 

différentiation oligodendrocytaire du cervelet: 

 augmentation de Olig1 (« oligodendrocyte transcription factor 1 »), marqueur des 

cellules précurseurs indifférenciées de la lignée oligodendrocytaire (P14 à P135)  

 augmentation de PDGFR (« platelet derived growth factor receptor, alpha »), 

marqueur des oligodendrocytes en prolifération et non myélinisants (P2/3 et P14)  

 diminution de la MBP (« Myelin Basic Protein »), marqueur des oligodendrocytes 

myélinisants (P135). 

La TCDD induirait, ainsi, un retard de différenciation et de maturation des oligodendrocytes. 

Deux mécanismes sont suspectés : le premier serait un effet direct de la TCDD via le AhR 

durant la période critique de prolifération, migration et maturation des précurseurs des 

oligodendrocytes. Le second mécanisme proposé pourrait être un effet indirect de la dioxine 

sur les hormones endocrines (i.g œst og esàetàho o esàth oïdie es àdo tàl uili eàestà

i po ta tàpou àlaà atu atio àdesàoligode d o tesàetàl e p essio àdesàg esàdeàlaà line. 
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Effets de la TCDD sur le système nerveux périphérique 

Cependant les données concernant le SNP sont éparses, peu nombreuses et 

contradictoires. En 1987, Klawans diagnostique des polyneuropathies périphériques (PNP) sur 

96% de la cohorte de 45 ouvriers exposés à la TCDD (Klawans, 1987). Pazderova-Vejlupkovà 

et al publient une étude où ils suivent su à àa sà àou ie sàd u eàusi eàd e g aisà hi i uesà

exposés à la TCDD entre 1965 et 1968. 23% de ces ouvriers présentent des neuropathies 

périphériques touchant essentiellement les extrémités inférieures (Pazderova-Vejlupková et 

al., 1981). Une étude épidémiologique sur les populations Japonaise et Taïwanaise 

e poiso eà pa àdeà l huileà deà izà o ta i eàpa à desàPCBsà o t eàu e diminution de la 

vitesse de conduction nerveuse et une hypotonie (Rogan and Gladen, 1992). 

E à ,àu àa ide tàda sàl usi eà« Icesma Chemical »àe t ai eà l happe e tàd u à

nuage de TCDD qui retombe sur la ville de Seveso en Italie. Les études qui suivent sont toutes 

relatives à cette catastrophe écologique. En 1981, Filippini et al réalisent une étude 

le t oph siologi ueàsu àlesàha ita tsàdeà etteà ille.à %àd e t eàeu ,àsa sàa t de tàa a tà

l a ide t,àp se te tàdesàpolyneuropathies périphériques légères ou des signes subcliniques 

de polyneuropathies périphériques un an après la catastrophe (Filippini et al., 1981). Six ans 

ap sàl a ide t,àBa ie iàet al ont enquêté sur 152 personnes ayant développé une chloracné. 

Bie à u au u eàpolyneuropathie périphérique aità t àide tifi eà hezà esàpatie ts,àilà àa aità

u eàaug e tatio à sig ifi ati eàdesà sig esà li i uesàetà le t oph siologi uesàd attei tes de 

neuropathies périphériques (Barbieri et al., 1988). Cependant, en 1989, Assenatto et al 

publient un article affirmant que sur 193 personnes ayant développé une chloracné aucune 

ne montre des signes cliniques ou électrophysiologiques de polyneuropathies périphériques, 

àa sàap sàl a ident (Assennato et al., 1989). 

E à ,àl uipeàduàD  Neundorfer publie deux articles sur la capacité de la TCCD à 

induire des polyneuropathies périphériques. Ils ont administré en injection intrapéritoneale 

bolus 4 doses de TCDD (2,2 µg, 4,4 µg, 6,6 µg et 8,8 µg/kg) à des rats males Wistar de 15 à 20 

semaines pour la première étude (Grehl et al., 1993) et à des rats males de souche mixte 

Ha /Wista àd e i o à à oisàlo sàdeàlaàdeu i eà tudeà (Grahmann et al., 1993). Ces doses 

sont considérées comme faibles (LD50 rat Wistar: 20-50 ug/kg et la LD50 rat Han/Wistar: 

10000 ug/kg). Les rats ont connu une croissance et une prise de poids comparable au groupe 

o t ôleà i je tio àd huile de maïs). Cela exclu, de ces études, le biais provoqué par la carence 



108 

 

en nutriments, vitamines et minéraux. Dix mois après le traitement par la TCDD, les deux 

articles font étatàd u eàdi i utio àdeàlaà itesseàdeàlaà o du tio à e euseàdesà e fsàse sitifsà

(SCV) et moteur (MCV) de manière dose dépendante. Pour le groupe ayant reçu la dose la plus 

i po ta teà deà TCDDà etteà pe teà s l eà à %à pou à laà MCVà età à %à pou à laà “CV.à Lesà

le t o og a esà deà esà atsà o t e tà u eà aug e tatio à i po ta teà deà l a ti it à

us ulai eàspo ta e,àsig eàd u eàd e atio às e.àL tudeàhistologi ueàduà e fàs iati ueà

et du nerf tibial met en évidence une réduction du nombre de fibres myélinisées, une 

dégénérescence axonale sévère et un amincissement extrême de la gaine (avec présence de 

ph ot peàe à ul eàd oig o àpour les doses les plus élevées). 

La sévérité des effets de la TCDD est proportionnelle à la dose injectée et au type de 

nerf étudié (le nerfs sciatique est plus sévèrement touché que le nerfs tibial). Mais elle est 

aussiàd pe da teàd u eà po seài te i di iduelleàassezàla geàpou à t eàsig al e.à 
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Avant-propos 

Lesào st ols,àg sàpa àl o datio àduà holest ol,àso tàd i po ta tesà ol ulesà

deà sig alisatio à i pli u esà da sà laà gulatio à deà l ho ostasieà duà holest ol.à Malg à laà

littérature parfois contradictoire, il semble également avoir un rôle (bénéfique et/ou délétère) 

dans la progression des maladies neurodégénérative du SNC. Cependant, très peu de données 

i liog aphi uesà taie tàdispo i lesà o e a tàleu à ôleàda sàlaà li isatio . 

Nos objectifs sont les suivants : 

1. Etudie à l i pa tàdesào st olsàet de leurs récepteurs LXRs dans la régulation de la 

myélinisation du SNP et du SNC. 

2. á al se àleà a is eàd a tio à ol ulai eàdesào st ols dans les oligodenrocytes et 

les cellules de Schwann. 

3. Te te àd utilise àlesàliga dsàduàLX‘àpou àlaà e li isatio . 

Résumé des résultats obtenus : 

1. Les oxystérols et leurs récepteurs (LXR et ) sont présents dans le nerf sciatique et le 

cerveau. Ils sont synthétisés, entre autres, par les oligodendrocytes et les cellules de 

Schwann (Makoukji et al., 2011). 

2. Nos résultats suggèrent que les ligands du LXR exercent un effet inhibiteur sur 

l e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàp iph i ueàP àetàPMP  (Makoukji et al., 2011) 

aisà u ilsàa ti e tàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà e t aleàMBPàetàPLPà Meff eà

et al , en révision). 

3. Le a is eàd a tio à p esseu àdesào st olsàpasse tàpa àu eà gulatio à gati eà

de la voie Wnt/-caténine dans le SNP. Laà diff e eà d effetà duà LX‘à da sà lesà

oligodendrocytes et les cellules de Schwann pourrait être due à une régulation 

différentielle de la voie Wnt/-caténine (Shackleford et al., 2013). 

4. Les ligands du LXR sont capables de stimuler la remyélinisation du cervelet après lésion 

par la lysolécithine (Meffre et al , en révision).  
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Oxysterols are reactive molecules generated from the oxidation of cholesterol. Their implication in cholesterol homeostasis and in the

progression of neurodegenerative disorders is well known, but few data are available for their functions in the peripheral nervous system.

Our aim was to study the influence of oxysterols on myelin gene expression and myelin sheath formation in peripheral nerves. We

show by gas chromatography/mass spectrometry that Schwann cells and sciatic nerves contain 24(S)-hydroxycholesterol, 25-

hydroxycholesterol, and 27-hydroxycholesterol and that they express their biosynthetic enzymes and receptors (liver X receptors LXR�

and LXR�). We demonstrate that oxysterols inhibit peripheral myelin gene expression [myelin protein zero (MPZ) and peripheral myelin

protein-22 (PMP22)] in a Schwann cell line. This downregulation is mediated by either LXR� or LXR�, depending on the promoter

context, as suggested by siRNA strategy and chromatin immunoprecipitation assays in Schwann cells and in the sciatic nerve of LXR

knock-out mice. Importantly, the knock-out of LXR in mice results in thinner myelin sheaths surrounding the axons. Oxysterols repress

myelin genes via two mechanisms: by binding of LXRs to myelin gene promoters and by inhibiting the Wnt/�-catenin pathway that is

crucial for the expression of myelin genes. The Wnt signaling components (Disheveled, TCF/LEF, �-catenin) are strongly repressed by

oxysterols. Furthermore, the recruitment of �-catenin at the levels of the MPZ and PMP22 promoters is decreased. Our data reveal new

endogenous mechanisms for the negative regulation of myelin gene expression, highlight the importance of oxysterols and LXR in

peripheral nerve myelination, and open new perspectives of treating demyelinating diseases with LXR agonists.

Introduction
The myelination of axons is a complex process performed by
Schwann cells in the peripheral nervous system (PNS) (Garbay et
al., 2000). Peripheral myelin genes Myelin Protein Zero (MPZ)
and Peripheral Myelin Protein-22 (PMP22) expression is tightly
regulated in Schwann cells (Niemann et al., 2006). A slight change
in PMP22 or MPZ expression has a deep impact on the develop-
ment and preservation of nerve fibers and their myelin sheaths, as
observed in Charcot-Marie-Tooth disease (Roa et al., 1996).

Few cellular signals are known to directly regulate the myelin
genes expression. We have shown that steroid hormones (Dés-
arnaud et al., 2000) and more recently that the canonical Wnt/
�-catenin signaling pathway is a direct driver of myelin gene

expression. Inactivation of Wnt components in zebrafish em-

bryos or in mouse Schwann cells led to severe dysmyelination and

the inhibition of myelin gene expression (Tawk et al., 2011).

However, endogenous factors involved in the inhibition of my-

elin gene expression have so far been neglected.

Oxysterols are natural compounds originating from the

enzymatic oxidation of cholesterol. There are different oxy-

sterols, in particular 24(S)-hydroxycholesterol [24(S)-OH], 25-

hydroxycholesterol (25-OH), and 27-hydroxycholesterol (27-OH),

which are, respectively, synthesized by means of the cholesterol hy-

droxylase CYP46A1, CH25H, and CYP27A1� (Russell, 2000). They

are implicated in cholesterol turnover, inflammation, and neurode-

generative diseases such as Alzheimer’s disease (Lütjohann et al.,

2000; Papassotiropoulos et al., 2002) and multiple sclerosis (Leoni et

al., 2002; Teunissen et al., 2003). Glial cells are also targets for the

oxysterol action: they inhibit astrocyte proliferation after brain in-

jury (Bochelen et al., 1995) and cause oligodendrocyte apoptosis

(Trousson et al., 2009).

Oxysterols are natural ligands for liver X receptors (LXRs)

(Janowski et al., 1996), which has two isoforms: LXR� and LXR�.

LXRs regulate gene expression by binding to responsive elements

(LXRE). In the absence of ligands, LXRs bind to corepressors

(Chen and Evans, 1995; Hörlein et al., 1995). In response to
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oxysterols binding, they interact with coactivators (Huuskonen
et al., 2004) to transactivate. In the case of inflammatory genes,
LXR is able to repress transcription in the presence of ligands by
recruiting coregulator (Wang et al., 2008).

Studies with transgenic mice revealed important roles of LXRs
within the nervous system (Andersson et al., 2005). LXR��/� or
LXR�/��/� transgenic mice show several defects, such as axonal
atrophy, neuronal loss, astrogliosis, and lipid accumulation in
specific brain regions. Nevertheless, the role of oxysterols and
LXRs has remained unexplored in the PNS, in particular their
potential influence in myelination.

Here, we report a major role of oxysterols in the PNS. We
showed that oxysterols are produced by a Schwann cell line and in
sciatic nerves and that they inhibit peripheral myelin gene expres-
sion by mechanisms involving LXR and the Wnt/�-catenin path-

way. Furthermore, LXR�/��/� knock-out (KO) mice exhibit
thinner myelin sheaths around their axons. Our results show, for
the first time, the implication of LXR and oxysterols in the nega-
tive regulation of myelin gene expression.

Materials and Methods
Animals. Eight-week-old male mice (C57BL/6:129Sv) were purchased
from Janvier. LXR�/��/� knock-out mice and their wild-type (WT)
controls were maintained on a mixed strain background (C57BL/6:
129Sv) and housed in a temperature-controlled room with a 12 h light/
dark cycle (Cummins and Mangelsdorf, 2006). All experiments were
performed on age-matched male mice (8 weeks old). Animals were fed ad
libitum with water and Global-diet 2016S from Harlan containing 16%
protein, 4% fat, and 60% carbohydrates. To reduce the effect of stress, the
elapsed time between the capture of a mouse and its death by decapita-
tion was under 30 s. Sciatic nerves were collected and frozen in liquid
nitrogen. All aspects of animal care were approved by the Regional Ethic
Committee (authorization CE2-04).

Cell culture. The mouse Schwann cell line (MSC80) was maintained in
DMEM supplemented with 10% decomplemented fetal calf serum
(Hyclone-Perbio), 1% penicillin, 1% streptomycin (Invitrogen), and 1%

Figure 1. Analysis of oxysterols by GC/MS and expression of their biosynthetic enzymes in

MSC80 cells and mouse sciatic nerve. A, MSC80 cells were cultured under normal conditions.

After 72 h, medium and cells were separated to measure oxysterols by GC/MS. Results are

expressed in nanograms per 40 million (M) cells and represent the means � SEM of three

independent experiments performed in duplicate. B, Oxysterols were extracted from sciatic

nerves of 8-week-old mice and were analyzed by GC/MS. Results are expressed in nanograms

per gram of sciatic nerve tissue and represent the means � SEM of eight independent experi-

ments performed in duplicate. C, Total RNA from MSC80 cells and mouse sciatic nerves was

prepared. qRT-PCR experiments were performed by using primers recognizing specifically

CYP46A1, CH25H, or CYP27A1. PCR products were analyzed on agarose gel (2%) and visualized

under UV. 18S RNA was detected by specific primers and used to normalize the expression

levels.

Figure 2. Effects of oxysterols on the expression of MPZ and PMP22 in MSC80 cells. A, MSC80

cells were treated with ethanol (vehicle), 25-OH, or TO901317 at 10 �M during 24 h. Total RNA

was extracted, and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers rec-

ognizing MPZ, PMP22, or ABCA1. The RT-PCR was normalized using 26S RNA, and they repre-

sent the mean � SEM of at least four independent experiments. B, MSC80 cells were treated

with ethanol (vehicle), 25-OH, or TO901317 at 10 �M during 24 h. Western blots were per-

formed using either anti-MPZ or anti-PMP22 antibodies to verify their expression in MSC80

cells. �-Actin was used to normalize the Western blots. Results were reproduced in three

independent experiments, and figures represent a typical experiment. C, MSC80 cells were

transiently transfected with MPZ–Luc or PMP22–Luc constructs. Sixteen hours after transfec-

tion, cells were incubated with 25-OH or TO901317 at 10 �M for 24 h, and then �-galactosidase

and luciferase activities were analyzed. Results represent the means � SEM of at least 11

independent experiments performed in duplicate. *p � 0.05, **p � 0.01, ***p � 0.001 by

Tukey’s post hoc tests after one-way ANOVA when compared with control.
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glutamine. All cultures were grown at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% CO2.

Plasmids and chemicals. MPZ promoter–lu-
ciferase reporter (MPZ–Luc) was graciously pro-
vided by Dr. G. Lemke (The Salk Institute, La
Jolla, CA) and PMP22–Luc by Dr. P. Patel (Bay-
lor College of Medicine, Houston, TX). The siR-
NAs directed against LXR� and LXR� were
purchased from Dharmacon. Each LXR isoform
was targeted by four different separate siRNA rec-
ognizing four different regions of LXR tran-
scripts. The siRNA that we have used did not
have any off-target effect. 25-OH was pur-
chased from Sigma-Aldrich and TO901317
from SPI-Bio.

Transient transfections. MSC80 cells were
transiently transfected using Effecten reagent
(Qiagen). One day before the transfection,
MSC80 cells (1.5 � 10 5 cells per well) were
grown into six-well plate and incubated in the
DMEM culture medium containing 10% de-
complemented fetal calf serum. The MPZ–Luc
or the PMP22–Luc plasmid (0.3 �g), the
pRSV–�-galactosidase expression vector (0.1
�g), and siRNAs at the concentrations indi-
cated in the figure legends were mixed with a
solution containing Effecten reagents (0.85
mg/ml) in DMEM. The mixture was then
added to the cells and incubated overnight.
Sixteen hours after transfection, the medium
was replaced by DMEM with or without
25-OH (10 �M) or TO901317 (10 �M). Lu-
ciferase activity was determined using the
enzymatic method described by Massaad et
al. (2000). The �-galactosidase activity was
used to normalize the transfection efficiency.

Quantitative and semiquantitative RT-PCR
experiments. Total RNA from cultured MSC80
was obtained using RNA NOW (Ozyme). One
microgram was reverse transcribed with ran-
dom primers from Promega and reverse tran-
scriptase MMLV-RT from Invitrogen. PCR
experiments were performed using TaqDNA
polymerase purchased from Promega and
primers specific to each gene from Operon.
PCR products were analyzed on agarose gel
(2%) and visualized under UV.

Quantitative real-time PCR was performed with standard protocols
using SYBRGreen ROX Mix (ABgene) as a fluorescent detection dye in
ABI PRISM 7000 in a final volume of 10 �l, which also contains 300 nM

primers (Operon) and 20 ng of reverse-transcribed RNA in 384-well
plates. To characterize the generated amplicons and to control the con-
tamination by unspecific byproducts, a melting curve analysis was ap-
plied. Each reaction was performed in triplicate, and the mean of at least
three independent experiments was calculated. All results were normal-
ized to the 26S mRNA level and calculated using the �Ct method. The
primer sequences used in real-time PCR included the following: MPZ for-
ward (F), 5�GTCAAGTCCCCCAGTAGAA3�; MPZ reverse (R),
5�AGGAGCAAGAGGAAAGCAC3�; PMP22 F, 5�AATGGACACACG-
ACTGATC3�; PMP22 R, 5�CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG3�; LXR� F,
5�CAATGCCTGATGTTTCTCC3�; LXR� R, 5�TGACTCCAACCC-
TATCCCTA3�; LXR� F, 5�CTTGGTGGTGTCTTCTTGA3�; LXR� R,
5�TGTGGTAGGCTGAGGTGTA3�; CYP46A1 F, 5�ATGCCAGGGAAG-
AGAAAGC3�; CYP46A1 R, 5�CTTTGAGGATCTGCGTGAG3�; CH25H F,
5�ACCCACTCACCATCTTTAC3�; CH25H R, 5�GCCCAGCAT-
TTTGTCCCA3�; CYP27A1 F, 5�AGACCATCGGCACCTTTC3�; CYP27A1
R, 5�GCACCACACCAGTCACTT3�; Disheveled 2 (DVL2) F, 5�GGCTT-
GTGTCGTCAGATACC3�; DVL2 R, 5�TTTCATGGCTGCTGG-
ATAC3�; DVL3 F, 5�CCGATGAGGATGATTCCACC3�; DVL3 R,

5�TGAGGCACTGCTCTGTTCTG3�; TCF1 F, 5�TCAAGAGGTGG-

GGGATTAGA3�; TCF1 R, 5�GCAGGAGAAGCATTTGTAGG3�; LEF1 F,

5�AAGCCTCAACACGAACACAG3�; LEF1 R, 5�TGCACTCAGCTACGA-

CATTC3�; TCF3 F, 5�ACCCCTTCCTGATGATTCC3�; TCF3 R, 5�CGAC-

CTTGTGTCCTTGACT3�; �-catenin F, 5�GCCACAGGATTACAA

GAAGC3�; �-catenin R, 5�CCACCAGAGTGAAAAGAACG3�; 18S F,

5�CTACCACATCCAAGGAAGGC3�; 18S R, 5�CTCGGGCCTGCTTT-

GAACAC3; 26S F, 5�AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAA3�; 26S R,

5�GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG3�; LXRE F, 5�GGTCCT-

GAGTTCAAATCCC3�; LXRE R, 5�GAACCTTCATCTGTTGT-

TGG3�; LXRE/pregnane X receptor response element (PXRE) F,

5�GCTTTCAGGTTCAGGGACA3�; LXRE/PXRE R, 5�TGGGA

GATACACAAGCTGGA3�; ABCA1 F, 5� CTGTTTCCCCCAA

CTTCTG 3�; and ABCA1 R, 5� TCTGCTCCATCTCTGCTTTC 3�.

Antibodies. Primary antibodies against MPZ (rabbit polyclonal) and

PMP22 (rabbit polyclonal) were purchased from Abcam and �-catenin

and LXR (mouse monoclonal) from BD Biosciences. Secondary antibod-

ies used for Western blotting were HRP-conjugated goat anti-mouse IgG

and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Millipore).

Western blot. Protein content was determined using the “RC DC”

protein assay kit (Bio-Rad) with BSA as standard. Aliquots of 20 �g of

total MSC80 extracts treated or not with 25-OH or TO901317 (10 �M)

Figure 3. Expression of LXR� and LXR� and their implication in MPZ promoter activity in MSC80 cells. A, Total RNA from MSC80

cells or mouse sciatic nerves was prepared. RT-PCR experiments were performed by using primers recognizing specifically LXR� or

LXR�. PCR products were analyzed on agarose gel (2%) and visualized under UV. 18S RNA was detected by specific primers and

used to normalize LXR expression levels. Putative LXR binding sites located in MPZ (B) or PMP22 (C) promoters were identified with

MatInspector software (Genomatix). To examine the occupancy of these sites by LXRs, cells were treated or not with 25-OH (10 �M)

during 1, 4, 8, or 24 h and then subjected to ChIP analysis using anti-LXR�/� antibody or C23 antibody as a non-relevant antibody.

Quantitative real-time PCR was performed to detect MPZ and PMP22 promoter regions, including LXR and/or PXR binding ele-

ments. Results are the mean of at least four independent experiments. ***p � 0.001 by Tukey’s post hoc tests after one-way

ANOVA when compared with control.
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were used for each sample. Homogenate proteins were separated on 15%

SDS-PAGE and blotted onto polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-

branes. Nonspecific binding sites in the transblots were blocked at 4°C

overnight with 2% ECL Advance blocking agent (GE Healthcare) with

0.1% Tween 20 (Invitrogen) in PBS. Membranes were then incubated at

room temperature for 2 h with the following primary antibodies diluted

in a mixture of 2% ECL Advance blocking agent and PBS– 0.1% Tween:

MPZ antibody (1:750), PMP22 antibody (1:750), �-catenin antibody

(1:1000), and �-actin antibody (1:10,000). They were then incubated at

room temperature for 1 h 30 min with the appropriate secondary anti-

body diluted in 2% blocking buffer/PBS– 0.1% Tween (anti-rabbit at

1:20,000; anti-mouse at 1:20,000), followed by ECL Plus Western blot-

ting detection (GE Healthcare) before exposure to radiographic film

Hyperfilm ECL (GE Healthcare). Western blots were quantified by

means of NIH Image J Software.

Chromatin immunoprecipitation. MSC80 cells treated with 25-OH for

1, 4, 8, or 24 h were fixed with 1% formaldehyde added to the medium for

10 min, scraped, and collected by centrifugation. Cells were resuspended

in 300 �l/ml lysis buffer (5 mM PIPES, pH 8.0, 85 mM KCl, and 0.5%

NP-40) with a mixture of protease inhibitors (Roche). Cells were pelleted

by centrifugation and resuspended in 300 �l of 1% SDS, 10 mM EDTA,

and 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, containing protease inhibitors. After incu-

bation on ice for 10 min, they were sonicated six times for 30 s using

Bioruptor (Diagenode). Lysates were then cleared by centrifugation, and

the concentration of DNA was determined. Equal amounts of DNA were

diluted 10 times in dilution buffer (0.01% SDS, 1% Triton X-100, 1.2 mM

EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.1, and 167 mM NaCl). The chromatin

solution was precleared for 1 h at 4°C on Protein A–Agarose/Salmon

Sperm DNA beads from Millipore. After brief centrifugation and re-

moval of the beads, DNA was incubated overnight at 4°C on a rotating

wheel with 1 �g of either �-catenin antibody or LXR antibody or non-

relevant antibody (anti-C23). Immune complexes were collected on Pro-

tein A–Agarose/Salmon Sperm DNA beads from Millipore. Beads were

washed sequentially in TSE (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA,

and 20 mM Tris-HCl, pH 8.1) with 150 mM NaCl, TSE with 500 mM NaCl,

buffer A (0.25 M LiCl, 1% NP-40, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, and 10

mM Tris-HCl, pH 8.1), and two times with Tris-EDTA, and then eluted

with 200 �l of 1% SDS and 0.1 M NaHCO3. Crosslinks were reversed by

heating at 65°C for 4 h after adding NaCl to 200 mM final concentration.

After treatment with Proteinase K (50 �g/ml) for 1 h at 37°C, DNA was

purified using Geneclean Turbo kit (Q-Biogene). Real-time PCR analysis

of inputs or immunoprecipitated DNAs was performed.

Oxysterols quantification by gas chromatography/mass spectrometry.

MSC80 cells (40 � 10 6 cells) and their corresponding media were

extracted separately with 10 vol of MeOH/CHCl3 (1:1 v/v). Thirty

nanograms of 2H10-24( S)-OH cholesterol, as internal standard, and

50 �g of butylated hydroxytoluene were added into extracts for oxys-

terols quantification and for avoiding cholesterol autoxidation pro-

cesses, respectively.

Cholesterol was separated from oxysterols by solid-phase extraction.

Samples were applied in CH3CN/isopropanol (1:1 v/v) to a 500 mg C18

cartridge (International Sorbent Technology), and oxysterols were

eluted with 12 ml of CH3CN/Isopropanol/H2O (55:25:25 v/v/v). This

fraction was further purified by means of a second solid-phase extraction

with a recycling procedure (Liere et al., 2004).

The oxysterol fraction was filtered through a 0.45 �m Gelman PVDF

membrane and was purified by HPLC (Thermo Fisher Scientific) and

collected with a fraction collector (Gilson). HPLC was achieved with a

Lichrosorb Diol column as described previously (Liere et al., 2000).

The oxysterols-containing fraction from HPLC was derivatized with

N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide to form the di-trimethylsilyl

ether derivatives of oxysterols.

Derivatized cells and media extracts as well as derivatized calibration

solutions were injected with an AS 2000 autosampler (Thermo Electron

Corporation) into the gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS)

system, which consisted of a TraceGC gas chromatograph coupled with

an Automass Solo mass spectrometer.

GC was performed in the splitless mode with a BPX5 capillary column
(SGE Analytical Science). The temperature in the oven was initially 50°C
for 1 min and then ramped to 340°C at 20°C/min.

The mass spectrometer was operated in the electronic impact
mode. Identification of each oxysterol was supported by its retention

Figure 4. Implication of LXR�and LXR� in MPZ and PMP22 promoter activities in MSC80 cells. A,

MSC80 cells were transfected with siRNA directed against LXR� or LXR�. The expression levels of

LXR�andLXR�weredeterminedbyreal-timeRT-PCRandnormalizedbyusing26SRNA.MSC80cells

were transiently transfected with either MPZ–Luc (B) or PMP22–Luc (C) plasmids and with siRNA

directed against LXR�or LXR�. Sixteen hours after transfection, cells were incubated with 25-OH (10

�M) for 24 h, and then �-galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results represent the

means � SEM of at least six independent experiments performed in duplicate. *p � 0.05, **p �

0.01, ***p � 0.001 by Tukey’s post hoc test after one-way ANOVA when compared with control.

Figure 5. Expression of myelin genes in adult LXR�/��/� mice. Eight-week-old male

LXR�/��/� mice were killed, and then their sciatic nerves were dissected (n � 6 per group).

A, Total RNA was extracted and quantitative real-time PCR experiments were performed using

primers recognizing MPZ or PMP22. The RT-PCR was normalized using 26S RNA, and they

represent the mean � SEM of at least six independent experiments. *p � 0.05 and **p � 0.01

by Student’s t tests. B, Proteins were extracted, and Western blots were performed using anti-

MPZ, anti-PMP22, or antibodies to verify their expression in LXR�/��/� mice. �-Actin was

used to normalize the Western blots. These results were reproduced in three independent

experiments, and figures represent a typical experiment.
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time and two diagnostic ions in the single
ion monitoring mode. Quantification was
performed according to the major diag-
nostic ion.

Methylene blue/azur II staining and transmis-
sion electron microscopy. Eight-week-old mice
were deeply anesthetized by intraperitoneal in-
jection of 40 mg/kg ketamine and 30 mg/kg
xylazine and then intracardially perfused with
4% paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde,
and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Tissues
were dissected and immersed in the same fixa-
tive solution at 4°C overnight, washed in phos-
phate buffer, postfixed in 2% osmium
tetroxide, dehydrated in graded ethanol series,
and embedded in epoxy resin. Semithin sec-
tions were cut with a glass knife at (0.5–1 �m)
and stained with methylene blue/azur II. For
electron microscopy, ultrathin sections
(50 –90 nm) were cut on an ultramicrotome
(8800 Ultrotome III; LKB Bromma) and col-
lected on 300-mesh nickel grids. Staining was
performed on drops of 4% aqueous uranyl
acetate, followed by Reynolds’s lead citrate
(Reynolds, 1963). Ultrastructural analyses
were performed in a JEOL jem-1011 electron
microscope and digitalized with DigitalMi-
crograph software. Image acquisition was
performed at the Cochin Imaging Facility.
Electron microscopy images were used for
calculating the g-ratio and axon perimeter
using NIH ImageJ software. At least 100 ran-
domly selected axons were analyzed per ani-
mal. At least three animals were used per
genotype. Healthy axons were defined
on the basis of the presence of intact
membranes and the normal complement of
organelles.

Statistical analysis. Unless otherwise spec-
ified, means of treatment groups were com-
pared with one-way ANOVA. When the
ANOVA showed that there were significant
differences between the groups, Tukey’s test
was used to identify the sources of these dif-
ferences. p � 0.05 was considered statisti-
cally significant. Two groups comparisons
were performed by Student’s t test.

Results
Oxysterols are synthesized by
Schwann cells (MSC80) and
sciatic nerves
We first showed by GC/MS that MSC80

mouse Schwann cells contain oxys-

terols. 24( S)-OH, 25-OH, and 27-OH were detected in cell

lysates and their culture media after a 48 h incubation (Fig.

1 A). Cell free media did not contain 24( S)-OH and 25-OH

but contained a small amount of 27-OH, possibly resulting

from auto-oxidation of cholesterol. Oxysterols are also pres-

ent in mouse sciatic nerves (Fig. 1 B) at relatively high amounts

(175 ng of oxysterol per gram of tissue, which is �0.5 �M).

Furthermore, we showed that the transcripts of their biosyn-

thetic enzymes, CYP46A1 for 24( S)-OH, CH25H for 25-OH,

and CYP27A1 for 27-OH, are expressed in MSC80 cells and in

sciatic nerves of 8-week-old mice (Fig. 1C). These results dem-

onstrate the ability of Schwann cells to synthesize oxysterols.

Peripheral myelin genes are repressed by oxysterols in
MSC80 cells
To analyze the effects of oxysterols on the expression of myelin
genes, we incubated MSC80 cells with a high physiological
concentration (10 �M) of either 25-OH or the non-steroidal syn-
thetic LXR ligand TO901317 for 24 h. This ligand
(N-(2,2,2-trifluoro-ethyl)-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1-
trifluoromethyl-ethyl)-phenyl]benzenesulfonamide), was devel-
oped through structure–activity relationship studies. It shows
similar efficacy to natural ligand (Schultz et al., 2000).

We showed by real-time PCR that 25-OH and TO901317
inhibited MPZ transcripts by 60 and 65%, respectively (Fig.
2 A). PMP22 expression was inhibited by 40% by both drugs

Figure 6. Incidence of LXR KO on myelin structure in vivo. A, Ultrathin (50 –90 nm) cross-sections were prepared from Epon-

embedded adult sciatic nerves and stained for myelin. Heterogeneity and reduced thickness of myelin sheaths is apparent in

LXR�/��/� mice when compared with WT. Scale bar, 2 �m. B, Myelin thickness was estimated by g-ratio determination using

electronic microscopy pictures obtained from adult sciatic nerves. Myelin thickness is altered in LXR�/��/� mice. Three animals

per genotype were used. Data are given as means � SEM. C, g-ratios were plotted against axonal diameters. The reduction in

myelin thickness in LXR�/��/� mice when compared with WT was observed for nearly all types of axon calibers. Dotted line,

Linear regression curve for WT animals; solid line, linear regression curve for LXR�/��/� mice. D, High-magnification electron

micrographs of myelin layers from LXR�/��/� compared with WT animals. Scale bar, 100 nm. The two axons shown are of

approximately equal diameters. E, Quantification of the number of layers around the axons of either WT or LXR�/��/� mice.

*p � 0.05 and ***p � 0.001 by Student’s t test when compared with control (WT).
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(Fig. 2 A). As a control, we tested the effect of 25-OH and
TO901317 on a well-known LXR target gene, the cholesterol
transporter ABCA1 (Cermenati et al., 2010). As expected, both
25-OH and TO901317 increased ABCA1 transcripts in MSC80
cells (Fig. 2 A).

The inhibition of myelin mRNA was reflected at the protein
level. We observed by Western blots a decrease in MPZ and
PMP22 protein after incubating Schwann cells with 25-OH (64
and 69% inhibition for MPZ and PMP22, respectively) or
TO901317 (67 and 59% decrease for MPZ and PMP22, respec-
tively) (Fig. 2B). To assess whether 25-OH and TO901317 exert
their effects at the level of the MPZ and PMP22 promoters, we
performed transient transfection assays. MSC80 cells were trans-
fected with either MPZ–Luc or PMP22–Luc constructs and then
incubated with 10 �M 25-OH or TO901317. As shown in Figure
2C, 25-OH reduced by 40% MPZ and PMP22 promoter activi-
ties, whereas their inhibition by TO901317 was less potent (an
�30% decrease). 25-OH also significantly inhibited myelin gene
expression at a lower concentration (1 �M; data not shown).

The repressing effects of oxysterols are mediated by LXR� or
LXR� depending on the promoter context
To identify molecular effectors of the inhibitory effects of oxys-
terols on peripheral myelin genes, we studied their nuclear LXR
receptors. First, we showed by PCR that the transcripts of both
receptors are expressed in both MSC80 cells and in sciatic nerve
(Fig. 3A). Then, we conducted chromatin immunoprecipitation
(ChIP) assays to assess the recruitment of LXRs at the level of
myelin gene promoters. We found in silico a potential binding site
for LXRs localized at �8508/�8533 bp at the level of the MPZ
promoter (Fig. 3B) and a probable LXRE/PXRE located at posi-
tion �159/�170 of the PMP22 promoter (Fig. 3C). For MPZ,
ChIP experiments revealed that LXR recruitment is enhanced
fourfold after 8 h of treatment of MSC80 cells with 25-OH. In the
case of the PMP22 promoter, the binding of LXR was increased
eightfold after a 8 h treatment with 25-OH (Fig. 3C). Similar
results were obtained with the synthetic LXR ligand TO901317
(data not shown). Interestingly, at 24 h, the recruitment of LXR at
the level of myelin gene promoters had returned to control levels
(Fig. 3B,C).

To analyze the relative implication of either LXR� or LXR� in
myelin gene repression, we knocked down their expression by
siRNA in MSC80 cells and analyzed the impact on MPZ and
PMP22 promoter activities. The efficacy of each siRNA was ver-
ified by real-time PCR. Each siRNA significantly inhibited the
targeted LXR (Fig. 4A). Nevertheless, we observed a compensa-
tion in the expression between both LXRs: the knockdown of
LXR� increased by 90% the expression of LXR�, whereas the
knockdown of LXR� increased by 40% the expression of LXR�.

As expected, 25-OH inhibited MPZ promoter activity. The
knockdown of LXR� did not interfere with the inhibitory effect
of 25-OH. A 60% inhibition of MPZ promoter activity by 25-OH
was still obtained despite the overexpression of LXR� attribut-
able to LXR� knockdown. Interestingly, the knockdown of LXR�

abrogated the inhibition of MPZ expression by 25-OH (Fig. 4B),
although LXR� was overexpressed. This result highlights the im-
portant role of LXR� in mediating the inhibitory actions of MPZ.

Knockdown of either LXR� or LXR� significantly enhanced
the basal activity of the PMP22 promoter (Fig. 4C), most likely by
interfering with the inhibition of endogenous oxysterols (Figs.
1A, 2A). Furthermore, both LXR� and LXR� silencing reversed
the inhibitory effect of 25-OH. These results show that both

LXR� and LXR� mediate the inhibition of PMP22 promoter
activity by 25-OH.

LXR� or LXR� knockout affects myelin structure in vivo

Because LXR� and LXR� are both expressed in sciatic nerves and
affect myelin gene expression in MSC80 cells, we intended to
analyze the consequences of their knock-out for the structure of
myelin sheaths. First, we analyzed the expression of MPZ and
PMP22 transcripts by real-time RT-PCR in sciatic nerves from
adult LXR�/��/� mice (8-week-old males). The knock-out of
both LXR� and LXR� enhanced by twofold MPZ transcript and
by 70% PMP22 mRNA expression (Fig. 5A). Unexpectedly, both
MPZ and PMP22 protein expressions were decreased in LXR�/
��/� mice (Fig. 5B). We observed a 73% decrease for MPZ and
34% inhibition of PMP22 protein expression in LXR�/��/�

mice. This finding prompted us to study the effect of the LXRs
inactivation at the level of myelin structure by analyzing the di-
ameters of sciatic nerve axons and the thickness myelin sheaths in
WT and LXR�/��/� mice by electron microscopy and digital
imaging of ultrathin (50 –90 nm) cross-sections (Fig. 6A). In LXR
double knock-out mice, the thickness of myelin sheaths was
reduced, and they appeared heterogeneous when compared
with controls. The g-ratios (axon diameter/diameter of nerve
fibers) were calculated from no fewer than 100 myelinated
axons per mouse and genotype (n � 3) using electron micro-
graph images. In WT mice, the average g-ratio was 0.6883 �

0.0023. In contrast, the myelin of LXR�/��/� was significantly
thinner than that of controls (g-ratio � 0.7147 � 0.0026),

Figure 7. Effects of 25-OH and TO901317 on the expression of components of the Wnt

signaling pathway. MSC80 cells were treated with ethanol (vehicle), 25-OH, or TO901317 at 10

�M during 24 h. Total RNA was extracted, and quantitative real-time PCR experiments were

performed using primers recognizing DVL2 (A), DVL3 (B), TCF1 (C), TCF3 (D), or LEF1 (E). The

qRT-PCR was normalized using 26S RNA, and they represent the means � SEM of at least four

independent experiments. *p � 0.05, **p � 0.01, and ***p � 0.001 by Tukey’s post hoc tests

after one-way ANOVA when compared with control.
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with some fibers having g-ratios � 0.74,
a level never observed in WT mice
(Fig. 6 B).

We also calculated the g-ratios of sci-
atic nerve fibers from LXR double KO and
wild-type animals, plotted as a function of
their respective axonal diameters (Fig.
6C). We concentrated our analysis on the
most abundant category of axons (i.e., be-
tween 2 and 6 �m). Although the most
striking differences are observed for axons
with small diameter, our results also re-
vealed a reduction in myelin thickness for
nearly all axon calibers. We also calculated
the number of myelin sheaths layers for
the same category of axons. As depicted in
Figure 6 D, the myelin sheath is thicker
in wild-type animals versus LXR�/��/�

mice. Indeed, number of myelin layers
around the axons is significantly lower
in LXR�/��/� mice (43.98 � 2.59) ver-
sus control animals (36.94 � 2.04).
These data show that the absence of LXR
expression alters peripheral myelin struc-
ture in vivo.

LXR ligands inhibit canonical Wnt
signaling
Our next goal was to further study the
molecular mechanisms underlying the in-
hibition of myelin genes by LXR. We have
shown recently that the Wnt/�-catenin
signaling pathway is a major driver of my-
elin gene expression (Tawk et al., 2011).
Here, we examined whether oxysterols
can decrease myelin gene expression by
inhibiting Wnt signaling. By real-time
PCR, we showed that transcripts of the
major components of the canonical Wnt
pathway are inhibited by LXR ligands in
MSC80 cells. 25-OH and TO901317 in-
hibited DVL2 by 75 and 35%, respectively
(Fig. 7A). DVL3 was inhibited by 75%
(25-OH) and by 80% (TO901317) (Fig.
7B). The transcription factors TCF1, TCF3,
and LEF1 were downregulated by 40%
(TCF1) and 50% (TCF3 and LEF1) (Fig.
7C–E).

�-Catenin, the central protein of the
canonical Wnt pathway, was also affected
by LXR ligands. As a matter of fact, treat-
ment of MSC80 cells for 24 h with 25-OH
or TO901317 (10 �M) was inhibited by
50% �-catenin transcript (Fig. 8A).
�-Catenin protein expression was also de-
creased by 88% by 25-OH and 78% by
TO901317 in MSC80 cells (Fig. 8B). This
observation was confirmed in the sciatic
nerves of adult LXR�/��/� mice, in which
�-catenin protein expression was increased by 3.24-fold and
mRNA expression by 50% (Fig. 8C). Because �-catenin expres-
sion was severely affected by the treatment of MSC80 cells with
25OH and TO901317, we wondered whether MPZ and PMP22

promoter occupancy by �-catenin might be hindered. ChIP

analysis showed that �-catenin recruitment, at the level of the

TCF/LEF present on MPZ and PMP22 promoters, was reduced

by 6% and 40%, respectively, after 24 h of incubation with 25-OH

Figure 8. Effect of oxysterols on the recruitment of �-catenin at the levels of MPZ and PMP22 promoters. A, MSC80 cells were treated
with ethanol (vehicle), 25-OH, or TO901317 at 10 �M during 24 h. Total RNA was extracted, and quantitative real-time PCR experiments
were performed using primers recognizing�-catenin. The qRT-PCR was normalized using 26S RNA, and they represent the means�SEM
of at least four independent experiments. ***p � 0.001 by Tukey’s post hoc test after one-way ANOVA when compared with control. B,
MSC80 cells were treated with ethanol (vehicle), 25-OH, or TO901317 at 10 �M during 24 h. Western blots were performed using anti-�-
catenin antibodies to verify its expression in MSC80 cells. �-Actin was used to normalize the Western blots. C, Sciatic nerves were isolated
from either 8-week-old male wild-type mice (WT) or LXR�/��/� animals. Western blots were performed using anti-�-catenin antibod-
ies to verify its expression in sciatic nerves. �-Actin was used to normalize the Western blots. These results were reproduced in three
independentexperiments,andfiguresrepresentatypicalexperiment.Sciaticnerveswereisolatedfromeither8-week-oldmaleWTmiceor
LXR�/��/� animals. Total RNA was extracted, and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers recognizing
�-catenin. The real-time RT-PCR was normalized using 26S RNA, and they represent the mean � SEM of at least four independent
experiments. D, TCF/LEF binding sites located in MPZ or PMP22 promoters have been identified previously (Tawk et al., 2011). To examine
their occupancy, MSC80 cells were treated or not with 25-OH (10 �M) during 24 h and were then subjected to ChIP analysis using anti-�-
catenin antibody or C23 antibody as a non-relevant antibody. Quantitative real-time PCR was performed to detect MPZ and PMP22
promoter regions, including TCF/LEF binding elements. Results are the mean of at least four independent experiments. *p � 0.05 and
**p � 0.01 by Tukey’s post hoc test after one-way ANOVA when compared with control.
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(Fig. 8D). No significant reduction of �-catenin promoter occu-
pancy was detected between 1 and 8 h of treatment (data not
shown). These results show that 25-OH exerts an inhibitory effect
on Wnt signaling and impedes �-catenin binding on myelin gene
promoters.

Discussion
Here, we demonstrate that the oxysterols 24(S)-OH, 25-OH, and
27-OH, their biosynthetic enzymes (CYP46A1, CH25OH, and
CYP27A1), as well as their cognate receptors (LXR� and LXR�)
are present in myelinating Schwann cells and in peripheral
nerves, in which they may regulate vital functions by autocrine/
paracrine mechanisms. Our results indeed show that 25-OH and
the selective LXR agonist TO901317 are able to downregulate the
expression of peripheral myelin genes in Schwann cells: they in-
hibit MPZ and PMP22 promoter activities, transcripts, and pro-
teins. Their inhibitory effects are mediated by liganded LXR, as
demonstrated by ChIP experiments, revealing an increased re-
cruitment of LXR at the levels of MPZ and PMP22 promoters.
LXR�, but not LXR�, is implicated in the inhibition of MPZ
promoter activity by oxysterols, whereas both LXR� and LXR�

mediate PMP22 promoter inhibition.
We also show that LXR� and LXR� are crucial for the correct

myelination of peripheral nerve axons. The knock-out of both
LXR� and LXR� led to a significant increase in the expression of
MPZ and PMP22 transcripts, but to the opposite, to a decrease in
myelin proteins and to thinner myelin sheaths. Thus, electron
microscopy of sciatic nerves of LXR�/��/� mice revealed an al-
teration of the phenotype of myelin sheaths surrounding axons,
without affecting the diameters or the number of axons. This
observation could be explained by a dysregulation of myelin pro-
tein gene expression in the absence of LXRs, because PMP22 and
MPZ are dosage-sensitive genes and their coordinated expression
is necessary for efficient myelination. Increase in PMP22 and
MPZ transcripts in LXR�/��/� mice may thus result in a less
efficient myelination of axons. This observation is not surprising
because several studies described a congenital hypomyelination
of peripheral nerves attributable to MPZ overexpression and its
consequent mistargeting to mesaxon membranes (Wrabetz et al.,
2000; Yin et al., 2000). LXRs are known to play a key role in the
homeostasis of cholesterol, a major lipid constituent of the my-
elin sheaths and required for myelin membrane (Saher et al.,
2005). Elevated cholesterol levels are essential for efficient exiting
of MPZ from the endoplasmic reticulum of Schwann cells into
the growing myelin sheath (Saher et al., 2009). We have shown
that cholesterol transporter ABCA1 is activated by 25-OH and
TO901317 in Schwann cells and sciatic nerve. As ABCA1 en-
hances cholesterol efflux from Schwann cells, the intracellular
cholesterol levels are decreased and, as a consequence, MPZ traf-
ficking slowed. We assume that repression of the basal activity of
myelin genes by LXR ligands probably avoids an accumulation of
MPZ in the ER. Accordingly, LXR pathway must be considered as
a central actor in myelination (1) by regulating the cholesterol
levels in nerve and (2) by repressing the basal activity of myelin
genes.

So far, the regulation of cholesterol metabolism by oxysterols
has only been investigated within the context of neurodegenera-
tive diseases, in particular of Alzheimer’s disease (Lütjohann et
al., 2000; Papassotiropoulos et al., 2002) and multiple sclerosis
(Leoni et al., 2002; Teunissen et al., 2003). Also, it has been shown
recently that LXR activation by a synthetic ligand results in in-
creased levels of neurosteroids and protection of the sciatic nerve
from neuropathy induced by diabetes (Cermenati et al., 2010).

Our observations demonstrate for the first time a key role of LXR
and its natural oxysterol or synthetic ligands in the myelination
process. Accordingly, LXR pathways must be considered as cen-
tral actors in myelination by regulating cholesterol turnover in
peripheral nerves and by fine-tuning myelin gene transcription.

The study of signaling mechanisms involved in the repression
of myelin genes has so far been neglected. Our result indicates
that locally synthesized oxysterols can dampen the basal activity
of myelin genes in vitro and in vivo. This is supported by several
lines of evidence: (1) in LXR �/� knock-out animals, the expres-
sion levels of myelin genes are altered when compared with wild-
type animals; and (2) the knock-down of LXRs by siRNA in
Schwann cells enhanced the basal expression of myelin genes.
Therefore, we assume that oxysterols present in Schwann cells
and nerve fibers may contribute to the delicate regulation of my-
elin gene expression.

Figure 9. Schematic model of crosstalk between oxysterol and Wnt pathways on the expres-

sion of myelin genes MPZ and PMP22. A, At basal levels, the interplay between LXR and Wnt

pathways induces the fine-tuning of myelin gene expression. Wnt ligands activate myelin

genes by means of the canonical Wnt pathway. We have identified active TCF/LEF response

elements (TCFE) on the level of MPZ and PMP22 promoters. These TCFEs bind TCF/LEF transcrip-

tion factors that interact with �-catenin. Oxysterols are present in Schwann cells. They repress

myelin gene expression by means of LXRs that bind to LXREs located near the TCFEs. Further-

more, oxysterols can decrease the amount of Wnt components in Schwann cells. Therefore, the

amount of �-catenin recruited on the level of MPZ and PMP22 promoters is the result of a

balance between Wnt and oxysterol pathways. B, When Wnt ligands are at high amounts,

Wnt/�-catenin pathway becomes predominant provoking the increase of �-catenin recruit-

ment on myelin gene promoters. This will allow the expression myelin genes at high levels. C,

When oxysterols reach high concentrations, they repress myelin gene expression by means of

LXRs and decrease the amounts of Wnt/�-catenin components in Schwann cells. In this case,

the oxysterol/LXR pathway becomes predominant.
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The inhibition of peripheral myelin genes by oxysterols does
not implicate the classical mechanism of action of oxysterols.
Usually, liganded LXR activate transcription of metabolic genes
(e.g., ABC cassettes) after coactivator binding. Only in a few cases
have liganded LXRs been shown to repress genes involved in
inflammation [e.g., C reactive protein (Blaschke et al., 2006) or
coding for metalloprotease 9 (Castrillo et al., 2003)] via a direct
interaction with corepressors or other nuclear transcription fac-
tors (Castrillo et al., 2003).

A possible mechanism by which LXR ligands repress myelin
genes involves the inhibition of the canonical Wnt signaling path-
way. We indeed recently demonstrated that the Wnt/�-catenin
pathway is crucial for the expression of peripheral myelin genes
(Tawk et al., 2011). We here show that the transcripts of the
major components of the canonical Wnt pathway are inhibited
by oxysterols (i.e., DVL, TCF/LEF). Moreover, �-catenin tran-
script and protein were also decreased by oxysterols in MSC80
cells, consistent with their enhanced expression in the sciatic
nerves of LXR�/��/� animals. ChIP analysis showed that
�-catenin recruitment at the level of the MPZ and PMP22 pro-
moters was reduced after a 24 h treatment with 25-OH or
TO901317. The reduction of �-catenin could be explained by its
potential recruitment by LXR: a direct interaction between LXRs
and �-catenin, through Armadillo repeats, has been described
(Uno et al., 2009). This is not surprising, because �-catenin could
be a coregulator for several nuclear receptors (Fonte et al., 2005).
TCF/LEF binding sites are close to LXR response elements in
MPZ and PMP22 promoters.

Our observation that myelin genes are repressed by oxys-
terols has several effects. From a physiological and fundamen-
tal point of view, our results highlight the complexity of
regulation of myelin genes. Two pathways account for the
repression by LXR: binding of LXR to myelin gene promoters
and inhibition of Wnt signaling pathway (Fig. 9). Schwann
cells are able to produce Wnt ligands (Tawk et al., 2011) and
oxysterols. Wnt ligands, by means of TCF/LEF and �-catenin,
activate myelin genes, whereas oxysterols, via LXR, repress
them (Fig. 9). Interestingly, in both MPZ and PMP22 promot-
ers, TCF/LEF binding sites are close to LXR response elements.
This localization could also account for the crosstalk between
these pathways. The result of this complex interplay is the
fine-tuning of myelin genes expression. It is noteworthy that a
slight modification of peripheral myelin gene dosage provokes
Charcot-Marie-Tooth type 1 pathology. Therefore, myelin
gene regulation must be strictly controlled to avoid any over
expression, leading to an alteration of myelin structure or demy-
elination. Our observations thus open new perspectives for the
development of therapies targeting LXR and Wnt signaling
mechanisms for the treatment of peripheral neuropathies.
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Summary 

The identification of new pathways governing myelination provides innovative 

avenues for remyelination. Liver X receptors (LXRs) are nuclear receptors activated by 

oxysterols. Their role in myelination and remyelination processes is poorly understood. Here, 

we show that LXRs and their ligands are present in the cerebellum and oligodendrocytes to 

control myelination. Our in vivo and in vitro data demonstrate that LXR stimulates myelin 

genes expression (promoter, mRNA and protein). Moreover, we highlight that LXRs are 

crucial for normal myelination process as LXR-KO mice exhibit thinner myelin sheaths and 

reduced myelin genes expression. Interestingly, by using demyelinated organotypic cultures 

of cerebellum, we show that oxysterols enhance oligodendrocyte differentiation and promote 

remyelination, via LXR. Our data reveal LXRs as new positive modulators of myelination, and 

pharmacological targets for remyelination. 

 

Keywords: LXR/myelination/myelin diseases/oligodendrocytes/oxysterols 
 

 

Highlights: 

• Oxysterols and LXR are present in the cerebellum and in oligodendrocytes 

• LXR invalidation impairs normal myelin sheaths thickness and myelin gene 

expression 

• Oxysterols stimulate myelin gene (PLP, MBP) expression in vivo and in vitro 

• Oxysterols promote ex vivo remyelination in a LXR-dependant manner 
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INTRODUCTION 

 

Myelin sheaths, synthesized by oligodendrocytes in central nervous system (CNS), 

form an insulating layer around axons, which enhances conduction velocity of electrical 

impulses. This structure is particularly rich in cholesterol and is stabilized by specific myelin 

proteins such as Proteolipid Protein (PLP) and Myelin Basic Protein (MBP). The 

maintenance of myelin requires continuous turnover of its components throughout life 

(Baumann and Pham-Dinh et al., 2001). Myelination is a fine-tuned process that involves 

complex crosstalk between several signaling pathways. 

Demyelination in the CNS can occur as a result of oligodendrocyte cell death or injury 

and is usually accompanied or followed by axonal degeneration, functional impairments and 

clinical disability. One of the most frequent demyelinating pathologies is multiple sclerosis 

(MS). It is thought to be an autoimmune disorder that targets myelin. Currently available 

treatments for MS are modestly efficacious, and there is no cure (Wekerle et al., 2002). 

Remyelination is critical for restoring electrical impulse conduction and protecting 

axons from degeneration (Kornek et al., 2003, Liebetanz and Merkler et al., 2006, Smith and 

Jeffery et al., 2006). Experimental animal models of CNS demyelination indicate that 

remyelination is mediated by new oligodendrocytes generated from oligodendrocyte 

progenitor cells (OPCs) (Loughlin et al., 1997). The eventual failure of remyelination may 

result from the generation of a non-permissive environment or intrinsic deficits in the 

remyelinating cells. Thus, therapeutic agents that act on myelin maintenance and 

remyelination are predicted to be important determinants of long-term functional outcome in 

demyelinating diseases.  

Liver X Receptors (LXR) are members of the nuclear receptor superfamily (Janowski et 

al., 1996). There are two isoforms of LXR: LXRα and LXRβ. They regulate gene expression 

by binding to responsive elements. In the absence of ligands, LXRs bind to corepressors 

(Chen and Evans et al., 1995, Horlein et al., 1995). In response to ligand binding, LXRs form 
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heterodimers with retinoid X receptor (RXR) and transactivate gene expression by interacting 

with coactivators (Huuskonen et al., 2004). The natural ligands of LXRs are oxysterols 

originating from the oxidation of cholesterol (e.g. 24(S)- hydroxycholesterol (24(S)-OH), 25-

hydroxycholesterol (25-OH)…). The synthetic agonist TO901317 (TO9) also potently 

activates those receptors. 

Studies with transgenic mice revealed important roles of LXRs within the nervous 

system (Andersson et al., 2005). LXRα/β-double knockout (LXR dKO) mice show several 

defects like axonal atrophy, neuronal loss, reduction in ventral midbrain neurogenesis 

(Sacchetti et al., 2009), astrogliosis, and lipid accumulation in specific brain regions (Wang et 

al., 2002, Andersson et al., 2005). We have recently shown that, in the peripheral nervous 

system, LXRs inhibit myelin gene expression by mechanisms involving Wnt/β-catenin 

pathway (Makoukji et al., 2011). 

The aim of this study is to understand the role of LXRs in myelination and remyelination 

of the CNS. We established that the expression level of the two major central myelin genes 

(PLP and MBP) is stimulated by LXR. LXR dKO mice exhibited thinner myelin sheaths and 

decreased myelin gene expression in the cerebellum. Finally, using organotypic cultures of 

cerebellum, we showed that LXR activation enhances remyelination after lysolecithin-

induced demyelination. Our findings thus represent a conceptual advance in the 

transcriptional control of myelin gene expression, and give new insight on the role of LXR 

signaling in myelination and remyelination. 
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 RESULTS AND DISCUSSION 

 

Oxysterols and LXR pathway components are present in the cerebellum and in 

oligodendrocytes 

Cholesterol can be metabolized into various oxysterols, namely 24(S)-OH, 25-OH, or 

27-OH, by means of cholesterol hydroxylases: cytochrome 46A1, 25-hydroxylase, and 27-

hydroxylase, respectively (Russell et al., 2000). First, we analyzed by gas 

chromatography/mass spectrometry the presence of 24(S)-OH, 25-OH and 27-OH in the 

cerebellum. We found that the cerebellum contains those oxysterols: 1841 ± 426 ng of 24(S)-

OH per g of cerebellum (approximately 4.6 10-8M), 138 ± 8 ng/g for 25-OH (approximately 

3.5 10-9M) and 580 ± 32 ng/g of 27-OH (approximately 1.5 10-8M) (Fig 1A). The invalidation 

of LXR did not alter the amounts of oxysterols in the cerebellum (Fig. 1A). We demonstrate 

that the transcripts of their biosynthetic enzymes are expressed in the cerebellum (Fig. 1B). 

Finally, the nuclear receptors LXRα and β were both expressed in the cerebellum, with a 

predominant expression of the β isoform (Fig. 1C). Accordingly to these data, we previously 

showed that oligodendrocytes contain 24(S)-OH, 25-OH, and 27-OH, express their 

biosynthetic enzymes and mainly LXRβ (Trousson et al., 2009). 

 

Effect of LXR invalidation on myelin gene expression and myelin structure in 

vivo 

We studied the structure of myelin sheaths in the cerebellum of adult wild type (WT) 

and LXR dKO mice using electron microscopy. Electron micrographs revealed that 

myelination status is altered in the cerebellum of LXR dKO animals (Fig. 2A and 2B). We 

detected thinner myelin sheaths around the axons as reflected by the higher g-ratio (axonal 

perimeter/outer perimeter) in LXR dKO animals (0.8292 ± 0.0055) when compared to WT 

(0,8069 ± 0.0049) (Fig. 2C). 
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We analyzed in the cerebellum the effect of the invalidation of both LXRs on the 

expression of the two major central myelin proteins, PLP and MBP. As shown in Figure 2D, 

the cerebellum of LXR dKO mice showed a significant 80% decrease in the expression of 

ABCA1, a LXR target gene used as a positive control. Concomitantly, we observed 

decreased amounts of PLP and MBP transcripts (-50 %). Those results were confirmed at 

the protein level (Fig. 2E): quantification of the Western blots showed that PLP and MBP 

protein amounts were clearly reduced in LXR dKO mice when compared to WT animals (-

21.7 % ±6.8 and -31,6 % ±7.9, respectively). Altogether, these results suggest that LXR 

signaling is an important actor of cerebellar myelin gene expression and myelination. 

 

LXRs activation enhances myelin gene expression  

We next tested the influence of LXRs activation on the expression of central myelin 

genes in vivo. For that purpose, we quantified by RT-qPCR the expression of MBP and PLP 

levels in the cerebellum of WT mice forced-fed with either LXR agonist TO901317 (TO9, 

45mg/kg during 16h) or vehicle (methyl cellulose). TO9 administration was effective, 

according to the 15-folds increase of ABCA1 mRNA expression. We observed a 4-fold 

increase in MBP and a 5-fold increase of PLP mRNA expression when mice were treated 

with TO9 (Fig. 3A). At the protein levels, TO9 increased the amount of PLP (1.8-fold increase 

after WB quantification) and MBP (2.2-fold increase) in the cerebellum (Fig. 3B). 

To confirm that the activation of myelin genes by TO9 was mediated by LXR, we 

treated LXR dKO mice with TO9 and quantified the expression of PLP, MBP and ABCA1 

transcripts in the cerebellum. PLP, MBP and ABCA1 expression was not significantly 

affected by TO9 in LXR dKO treated mice (Fig. 3C). These results highlight that in the 

cerebellum, LXRs positively regulate myelin genes expression. 

We analyzed the effects of TO9 or the natural oxysterol 25-OH on the expression of 

PLP and MBP in primary oligodendrocyte-enriched cultures and in the 158N oligodendroglial 

cell line. The incubation of primary oligodendrocyte cultures with 10 µM of TO9 for 24h 

enhanced by 4-fold the amount of ABCA1 mRNA (Fig. 3D). TO9 moderately increased PLP 
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and MBP by 150 % and 120 %, respectively. 25-OH exhibited similar effects on PLP, and 

MBP expression.  

We confirmed the stimulation of PLP transcripts by TO9 and 25-OH (10 µM) in 

oligodendroglial cell line (158N) (Fig. 3E). However, MBP mRNA expression level appeared 

too weak to perform reproducible transcript quantification. To decipher the molecular 

mechanism of LXR-induced myelin genes expression, we performed promoter activity 

experiments. 158N cells were transiently transfected with PLP-luciferase reporter plasmid 

and incubated with TO9 or 25-OH (10 µM). We observed a 1.5-fold stimulation of PLP 

promoter activity by both TO9 and 25-OH (Fig. 3F). These results show that LXRs positively 

regulate myelin genes expression through promoter activation. 

 

In summary, we showed that oxysterols, their biosynthetic enzymes, as well as their 

cognate receptors (LXR α and β) are present in the cerebellum and oligodendrocytes where 

they regulate vital functions. As a matter of fact, we showed that oxysterols act, by means of 

LXRs, to stimulate the expression of central myelin genes (PLP and MBP) and to allow 

normal myelin sheaths thickness. Therefore, we speculate that the endogenous oxysterols 

contribute to the myelination process through modulation of the basal expression of myelin 

proteins via LXR signaling pathway. 

 

LXR activation increases remyelination in cerebellum organotypic cultures 

The results described above prompted us to address the question of a potential 

therapeutic use of LXR ligands in the treatment of demyelinating events. For that purpose, 

we induced a transient demyelination in an ex vivo model of cultured cerebellar slices using 

lysolecithin. We then treated the slices with either TO9 or 25-OH (10 µM, 72h) and assessed 

remyelination status. Figure 4A showed that Purkinje cell axons, stained with CaBP antibody 

(red), were not affected by lysolecithin treatment. In contrast, myelin sheaths, stained with 

MBP antibody (green), clearly presented a sparse staining, featuring damaged myelin 
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sheaths. Interestingly, the treatment of lysolecithin-demyelinated slices with TO9 or 25-OH 

reverted the demyelinated phenotype by restoring myelinated axons (Fig. 4A, right panels). 

We confirmed those observations by counting the number of axons and myelinated 

fibers (MBP+/CaBP+ staining). As shown in Figure 4B, the density of axons was unaffected 

by lysolecithin and/or TO9 or 25-OH treatments, indicating no neuronal effect. As expected, 

lysolecithin induced massive demyelination leading to 60% decrease of Purkinje myelinated 

axons (Fig. 4C). Moreover, TO9 treatment did induce remyelination process as it restored the 

percentage of myelinated axons to reach normal levels (approximately 75%). 25-OH exerted 

similar but less potent remyelinating effect (Fig. 4C). 

Concomitantly, we studied the effect of TO9 after demyelination on myelin genes 

expression. PLP and MBP transcripts were decreased after lysolecithin treatment by 45 % 

and 50 %, respectively, while LXR signaling was not affected according to stable ABCA1 

expression (Fig. 4D). Figure 4E shows that in demyelinated slices, TO9 or 25-OH activated 

LXR (confirmed by 4-fold increase of ABCA1 expression). They potently stimulated PLP and 

MBP mRNA expression  (by 2.5 and 5 times for TO9 and 25-OH, respectively). These 

observations were confirmed at the protein level (Fig. 4F): lysolecithin treatment led to 

decreased PLP and MBP protein amounts while TO9 and 25-OH increased the expression of 

both genes by 2-fold and 1.5 fold, respectively. 

We next investigated the effect of TO9 or 25-OH on oligodendroglial cell maturation in 

either normal (Fig. 4G) or lysolecithin-demyelinated (Fig. 4H) cerebellum organotypic slices. 

The number of immature oligodendrocyte (Nkx2.2 expressing cells) and mature 

oligodendrocytes (MBP positive cells) were determined in each condition. In normal slices, 

TO9 or 25-OH increased by 3-fold the number of Nkx2.2 positive cells without affecting the 

number of mature oligodendrocytes (Fig. 4G). Interestingly, after demyelination, TO9 

enhanced the number of both immature and mature oligodendrocytes (Fig. 4H). In those 

conditions, 25-OH increased mature oligodendrocytes number but not Nkx2.2 positive cell 

population (Fig. 4H). These results highlight the ability of oxysterols to modulate 
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oligodendrocytes maturation. Moreover, they support a differential effect between the natural 

oxysterol and the synthetic LXR ligand, depending on physiopathological conditions. 

 

The presence of LXRs is crucial for remyelination by TO901317 

We tested the implication of LXRs in the remyelinating properties of TO9 and 25-OH. 

LXR dKO cerebellum slices were demyelinated using the same protocol as for WT. 

Lysolecithin treatment led to a clear disorganization of the myelin network (Fig. 4I) but did not 

significantly affect the number of axons (Fig. 4J). Demyelination caused a drastic loss of 

almost 80 % of myelinated fibers (Fig. 4K). Notably, TO9 or 25-OH did not significantly 

restore myelin network: MBP staining still appeared sparse (Fig. 4I) and the quantification 

revealed that neither TO9 nor 25-OH were able to increase the percentage of myelinated 

fibers (Fig. 4K). Altogether these results demonstrate that TO9 and 25-OH improve 

remyelination via LXR activation. 

 

Our data suggest that the remyelination process induced by oxysterols is mediated by 

LXR pathway to enhance myelin genes expression and oligodendrocytes differentiation. 

Given that the modulation of the LXR pathway is already beneficial for the treatment of 

several pathologies of the nervous system (e.g. stroke (Chen et al., 2010), Alzheimer's 

disease (Cui et al., 2012), Parkinson disease (Sacchetti et al., 2009), and Experimental 

Autoimmune Encephalitis (Hindinger et al., 2006, Xu et al., 2009, Cui et al., 2012)), our 

observations open new perspectives for the development of therapies targeting LXR for the 

treatment of demyelinating diseases affecting the cerebellum such as multiple sclerosis. 
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CONCLUSION 

Our results demonstrate that LXRs are important actors of the re/myelination process 

and potent activators of myelin gene expression in the cerebellum. Conversely, we 

previously showed that LXRs repress peripheral myelin gene expression in Schwann cells 

(Makoukji et al., 2011). This dual effect of LXR between the CNS and PNS could be due to 

differential regulation of the Wnt pathway, a common stimulator for myelin gene expression 

in both CNS and PNS (Tawk et al., 2011, Makoukji et al., 2012). Altogether, those data 

confirm a cell- and tissue-specific regulation of myelin genes by LXR. 

From a physiological and fundamental point of view, our results highlight the complexity 

of the regulation of myelin genes and show, for the first time, the implication of LXR in myelin 

gene expression. Targeting nuclear receptors to stimulate remyelination is a challenging 

opportunity. We have shown that the modulation of steroid receptors (progesterone and 

glucocorticoid receptors) stimulates remyelination (Hussain et al., 2011). Retinoic X Receptor 

(RXR) could also be a good candidate for promoting remyelination. The administration of 9-

cis-retinoic acid to demyelinated cerebellar slices and to rats after demyelination caused an 

increase of remyelinated axons (Huang et al., 2011). To modulate transcription, LXR must 

form a heterodimer with RXR. Thus, our findings on LXR and those of Franklin’s group on 

RXR suggest that LXR/RXR pathway is a promising avenue for remyelination strategies 

(Huang et al., 2011). 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

In vitro and ex vivo culture - The immortalized mouse oligodendrocyte cell line 158N was 

transiently transfected by using Effecten reagent (Qiagen) as previously described by 

(Trousson et al., 2009) and promoter activity was assayed as described in (Massaad et al., 

2000). Primary glial cell were prepared from P1 mouse brain (Tawk et al., 2011) and were 

grown during 7 days in vitro (DIV). Organotypic slices of cerebellum (350 µm) were prepared 

from P10 mice as described in (Hussain et al., 2011). After 7 DIV, they were demyelinated 

with lysolecithin overnight (0,5 mg/ml), and treated for 72h with ethanol (EtOH), 25-

hydroxycholesterol (25-OH) or TO901317 (10 µM). 

 

Animals - Eight-week-old male mice LXR dKO and their wild-type controls (provided by Dr 

J.M. Lobaccaro (Clermont-Ferrand, France)) were forced-fed with 45 mg/kg T0901317 or 

vehicle (methyl cellulose, veh) 16h before the sacrifice (Herzog et al., 2007). Cerebella were 

collected and frozen in liquid nitrogen. All aspects of animal care were approved by the 

Regional Ethic Committee (authorization 86/609/EEC). Each experiment was made to 

minimize the number of animals used and the suffering of animals. 

 

Plasmids and chemicals - PLP-luc was provided by Dr WB Macklin (Ohio, USA). 25-OH 

and lysolecithin were purchased from Sigma-Aldrich and TO901317 from BertinPharma 

(France). 

 

Oxysterols quantification by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS)- 

Cerebella from either WT or LXR dKO animals (n=4/group) were collected and oxysterols 

were extracted with 10 volumes MeOH/CHCl3 (1/1 v/v). Thirty ng of 2H10-24S-OH cholesterol, 

as internal standard, and 50 µg butylated hydroxytoluene (BHT) were added into extracts for 

oxysterols quantification and for avoiding cholesterol autoxidation processes, respectively. 

Details of oxysterol extraction and derivatization are exposed in (Trousson et al., 2009). 

 



  12 

Western Blot, Immunohistochemistry, semi- and quantitative RT-PCR - Western blot, 

semi-quantitative RT-PCR and RT-qPCR, were performed as previously described (Makoukji 

et al., 2011, Tawk et al., 2011) and immunohistochemistry, as exposed in (Hussain et al., 

2011). See also SI Methods. 

 

Methylene blue/Azur II staining and transmission electron microscopy – Sample 

preparation and EM were performed as described by (Makoukji et al., 2011) and in in SI 

Methods. 

 

Statistical analysis 

Unless otherwise specified, two group comparisons were performed by the Student test. 

Means of multiple treated groups were compared by one-way analysis of variance (ANOVA). 

When the ANOVA showed that there were significant differences between the groups, 

Tuckey ’s post-hoc tests were used to identify the sources of these differences. A p value 

≤0.05 was considered as statistically significant. Analyses were performed with GraphPad 

Prism 4 Software, and we indicated * for P<0.05, ** for P<0.01, and *** for P<0.001. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Oxysterols, their biosynthetic enzymes and their receptors are present in the 

cerebellum.  

(A) Cerebella were dissected from either WT or LXR dKO eight-week-old male mice 

(n=4/group). 24(S)-hydroxycholesterol (24(S)-OH), 25-hydroxycholesterol (25-OH) and 27-

hydroxycholesterol (27-OH) were quantified by GC/MS as described in Trousson et al. 2009 

18. Results are expressed in ng of oxysterol per g of tissue (ng/g). Data represent the mean ± 

SEM. (B) Total RNA was extracted from cerebella of eight-week-old male mice and PCR 

experiments were performed using primers recognizing either CYP46A1 (Cyp46), 25-

hydroxylase (25-OHase), 27-hydroxylase (27-OHase) or (C) LXR α and LXR β. The RT-PCR 

was normalized using 18s or 26s mRNA. Results represent the means ± SEM of at least 

three independent experiments performed in duplicate. *** P<0.001, compared by Student’s 

t-test.  

 

Figure 2: Invalidation of LXRs alters myelin structure and decreases myelin genes 

expression in the cerebellum. 

Eight-week-old male WT and LXR dKO mice were sacrificed and their cerebella were 

dissected. Ultra-thin (50-90 nm) cross-sections were prepared from epon-embedded 

cerebellum and stained with aqueous uranyl acetate, followed by Reynolds lead citrate. 

Representative electron micrographs are presented. (A) Low magnification electron 

micrographs. Scale bar = 2 µm. (B) High magnification electron micrographs of a 

representative axon and its myelin layers. Scale bar = 50 nm. (C) Myelin thickness was 

estimated by g-ratio (axonal perimeter/outer perimeter) determination. Data are given as 

means ± SEM and compared with Student’s t test (** P<0.01 with n=100/animal, 3 

animals/group). (D) Total RNA was extracted from cerebella and quantitative real-time PCR 

experiments were performed using primers recognizing PLP, MBP or ABCA1 (positive 

control). The RT-PCR was normalized using GAPDH mRNA and data represent the mean ± 

SEM (n=5/group). ** P<0.01, *** P<0.001 compared by Student’s t test. (E) Proteins were 
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extracted from the cerebellum and Western Blots were performed using PLP and MBP 

antibodies (n=4/group). β-actin was used to normalize the blots. Figures represent a typical 

experiment. Western blots were quantified by using NIH Image J Software. ** P<0.01, *** 

P<0.001 compared by Student’s t test. 

 

Figure 3: TO901317 treatment enhances myelin gene expression in vivo and in vitro. 

Eight-week-old WT mice were forced-fed with TO9 (45 mg/kg) or placebo and sacrificed 16 

hours later for biochemical analysis. Total RNA was extracted from the cerebellum. (A) RT-

qPCR experiments were performed using primers recognizing PLP, MBP or ABCA1 mRNA. 

The RT-PCR was normalized using GAPDH mRNA and data represent the mean ± SEM. 

(*p<0.05, **: p<0.01 compared by Student’s t test, with n=5/group). (B) Western-blot 

experiments using cerebellum proteins extracted from adult WT forced-fed with either vehicle 

or TO9 (n=5/group). PLP and MBP antibodies were used to highlight myelin proteins and β-

actin for normalization. The blots represent a typical experiment. Western blots were 

quantified by using NIH Image J Software. * P<0.05 compared by Student’s t test. (C) LXR 

dKO mice were forced-fed with TO9 or vehicle and sacrificed 16 hours later for cerebellar 

mRNA analysis using RT-qPCR experiments, as in (A). Data represent the mean ± SEM, 

compared by Student’s t-test with n=5/group. (D) Primary cultures enriched in 

oligodendrocytes were grown in culture for 7 days in vitro (7 DIV) and then treated with 

Ethanol (control) or TO9 (10 µM) or 25-OH (10 µM) during 24 h. Total RNA was extracted 

and RT-qPCR experiments were performed using primers recognizing PLP, MBP or ABCA1. 

The RT-qPCR was normalized using 26S mRNA and data represent the mean ± SEM of at 

least five independent experiments. (E) 158N oligodendrocyte cells were treated with Ethanol 

(control) or TO9 (10 µM) or 25-OH (10 µM) during 24 h. Total RNA was extracted and RT-

qPCR experiments were performed using primers recognizing PLP or ABCA1. The RT-qPCR 

was normalized using 26S mRNA and data represent the mean ± SEM of at least five 

independent experiments. (F) 158N cells were transiently transfected with PLP-Luc. Sixteen 

hours after transfection, cells were incubated with TO9 or 25-OH (10 µM) for 24 h, and then 



  16 

luciferase and β-galactosidase activities were quantified. Results represent the means ± 

SEM of at least six independent experiments performed in duplicate. * P<0.05, ** P<0.01, *** 

P<0.001 compared by Student’s t-test. 

 

Figure 4: LXR activation improves remyelination of demyelinated organotypic 

cerebellum cultures. 

After 7 days in vitro (DIV), organotypic slices of P10 mouse cerebellum were 

demyelinated by lysolecithin 0.5 mg/ml overnight. Afterward, the slices were treated for 3 DIV 

with TO9 or 25-OH (10 µM). After double immunostaining (A) for MBP and Calbindin Protein 

(CaBP), images were acquired with a confocal Zeiss LSM 510 (Scale bar: 20 µm) and 

quantified for (B) axon number, and (C) percentage of myelinated fibers (*** P<0.001 

analyzed by ANOVA one-way followed by Tukey’s post-hoc test, n=18/group). (D, E) Total 

RNA was extracted and RT-qPCR experiments were performed using primers recognizing 

PLP, MBP and ABCA1. The RT-PCR was normalized using 26S mRNA. Results represent 

the means ± SEM of at least three independent experiments performed in duplicate. *P<0.05, 

compared by Student’s t-test. (F) Proteins were extracted from the cerebellar slices and 

Western Blots were performed using anti-PLP and anti-MBP antibodies. β-actin was used to 

normalize the blots. Western blots were quantified by using NIH Image J Software. These 

results were reproduced at least in three independent experiments. * P<0.05, ** P<0.01 

compared by Student’s t-test. Organotypic slice treated with (G) vehicle or (H) demyelinated 

by lysolecithin were double immunostained for Nkx2.2 and MBP. The images were acquired 

with confocal Zeiss LSM 510. The numbers of immature oligodendrocytes (immature oligo, 

Nkx2.2 positive) and mature oligodendrocytes (mature oligo, MBP immunoreactive cells) 

were quantified with NIH Image. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 compared by Student’s t-

test, n=12/group. (I) Organotypic slices of P10 LXR dKO mouse cerebellum were 

demyelinated and treated by TO9 and 25-OH as for WT in (A). After double immunostaining 

for MBP and Calbindin Protein (CaBP), images were acquired with a confocal Zeiss LSM 

510. Scale bar: 20 µm. (J) Axon number and (K) percentage of myelinated fibers were 
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quantified with NIH Image. *** P<0.001, analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s 

post-hoc test. N=18/group. 
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Supplementary information   

 

SI Methods  

Quantitative RT-PCR Experiments. Total RNA from cultured cells, organotypic slices or 

cerebellum were obtained by using TRIzol reagent (Invitrogen). One microgram was reverse-

transcribed with random primers from Promega and reverse transcriptase M-MLV-RT from 
Invitrogen. Quantitative real-time PCR was performed with standard protocols using 

SYBRGreen ROX Mix (ABgene) as a fluorescent detection dye in ABI PRISM 7000, as 

described previously [1]. The primer sequences used in real time PCR experiments were as 

follows: 25-OHase sense: ACCCACTCACCATCTTTAC, 25-OHase antisense: 
GCCCAGCATTTTGTCCCA, 27-OHase sense: AGACCATCGGCACCTTTC, 27-OHase 

antisens: GCACCACACCAGTCACTT, CYP46A1 sens: ATGCCAGGGAAGAGAAAGC, 

CYP46A1 antisense: CTTTGAGGATCTGCGTGAG, 26S sense: 
AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAA, 26S antisense: GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG, 

ABCA1 sense: CTGTTTCCCCCAACTTCTG, ABCA1 antisense: 

TCTGCTCCATCTCTGCTTTC, GAPDH sense: GTGGACCTCATGGCCTACAT, GAPDH 
antisense: TGTGAGGGAGATGCTCAGTG, MBP sense: CACACACGAGAACTACCCA, 

MBP antisense: GGTGTTCGAGGTGTCACAA, PLP sense: AGCAAAGTCAGCCGCAAAAC, 

PLP antisense: CCAGGGAAGCAAAGGGGG. 

 

Western Blot. Western blots were performed as described by [2]. We used primary 

antibodies against PLP (1/1000, Abcam), MBP (1/500, Millipore) and β-actin (1/10000, for 
normalization) and secondary antibodies HRP-conjugated IgG (Upstaste). 

 

Immunocytochemistry- The organotypic cultures were fixed in 4 % PFA for 1 h at room 

temperature. Slices were incubated for 1 h in PBS 0.12 M (pH 7.4) containing 0.25 % Triton-

X, 0.2% gelatin, 0.1 % sodium azide (PBS-GTA) and lysine (0.1 M), before the overnight 
incubation with the primary antibodies: rabbit polyclonal antibody against Calbindin protein 

(CaBP, 1/10.000; Swant, Bellinzona, Switzerland), monoclonal antibody against MBP 

(1/1000, Chemicon International, Temecula, CA, USA), monoclonal antibody against Nkx2.2 
(1/30, Developmental Studies Hybridoma Bank). The following secondary antibodies were 

used for 2h: goat anti-rabbit CY3 (1/500 dilution; Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc, West Baltimore Pike, MD, USA) and goat anti-mouse Alexa Fluor488 (1/1000 dilution, 

Molecular Probes, Leiden, the Netherlands). Organotypic slice culture staining was observed 
using a confocal Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss Inc., Germany) image analyzing system. Images 

were acquired with confocal configuration (488 nm and 543 nm excitations) and processed 

with LSM Image Browser, version 4.2. For quantification of myelin segment (MBP positive 
staining) and axonal segment (CaBP positive staining), a region of interest was located 

around the apical ends of each lobule. Axonal number (CaBP+) and percentage of 

myelinated fibers (MBP+/CaBP+) were performed with NIH Image software from at least 
three random fields (50 mm2) per slice. At least 18 slices per treatment were analyzed. 

 

Methylene Blue/Azure II Staining and Transmission EM. Eight-week-old mice were 
deeply anesthetized by intraperitoneal injection of 40 mg/kg ketamine and 30 mg/kg xylazine 

and then intracardially perfused with 4 % paraformaldehyde, 2,5 % glutaraldehyde and 0.1 M 

phosphate buffer, pH 7.4. Tissues were dissected and immersed in the same fixative solution 
at 4°C overnight, washed in phosphate buffer, postfixed in 2 % osmium tetroxide, dehydrated 

in graded ethanol series, and embedded in epoxy resin. Semithin sections were cut with a 



glass knife at (0.5-1µm) and stained with methylene blue/azur II. For electron microscopy, 
ultrathin sections (50–90 nm) were cut on an ultramicrotome (8800 Ultratome III, LKB 

Bromma) and collected on 300-mesh nickel grids. Staining was performed on drops of 4 % 

aqueous uranyl acetate, followed by Reynolds’s lead citrate [3]. Ultrastructural analyses were 
performed in a JEOL jem-1011 electron microscope and digitalized with DigitalMicrograph 

software. Image acquisition was performed at the Cochin Imaging Facility. Electron 

microscopy images were used for calculating the g-ratio and the number of myelinated axons 

using NIH ImageJ software. At least 100 randomly selected myelinated axons were analyzed 
per animal. At least three animals were used per genotype. Healthy axons were defined on 

the basis of the presence of intact membranes and the normal complement of organelles.  

 

1. Makoukji J, Shackleford G, Meffre D, Grenier J, Liere P, Lobaccaro JM, Schumacher M, 
Massaad C (2011) Interplay between LXR and Wnt/beta-catenin signaling in the negative regulation of 
peripheral myelin genes by oxysterols. J Neurosci 31: 9620-9629 
2. Tawk M et al (2011) Wnt/beta-catenin signaling is an essential and direct driver of myelin gene 
expression and myelinogenesis. J Neurosci 31: 3729-3742 
3. Reynolds ES (1963) The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in electron 
microscopy. J Cell Biol 17: 208-212 

 

 



117 

 

  



118 

 

 

 

 

 

 

Differential regulation of Wnt/beta-catenin signaling 

by Liver X Receptors in Schwann cells and 

oligodendrocytes 

Ghjuvan’Ghjacumu Shackleford 
a

, Joelle Makoukji 
a

, Julien Grenier
a

, Philippe 

Liere 
b

, Delphine Meffre 
a,*, Charbel Massaad 

a 

 

 

Biochemical Pharmacology 86 (2013) 106–114 

 

 

 

 

  



Differential regulation of Wnt/beta-catenin signaling by Liver X
Receptors in Schwann cells and oligodendrocytes

Ghjuvan’Ghjacumu Shackleford a, Joelle Makoukji a, Julien Grenier a, Philippe Liere b,
Delphine Meffre a,*, Charbel Massaad a

aUniversity Paris Descartes, UMR 8194 CNRS, 45 rue des Saints-Pères, 75270, Paris Cedex 6, France
bUniversity Paris Sud, UMR 788 Inserm, 80 rue du Général Leclerc, 94276, Le Kremlin Bicêtre Cedex, France

1. Introduction

Oxysterols are natural compounds originating from the

enzymatic oxidation of cholesterol. 24(S)-hydroxycholesterol

(24(S)-OH), 25-hydroxycholesterol (25-OH) and 27-hydroxycho-

lesterol (27-OH) are respectively synthesized by means of the

cholesterol hydroxylase CYP46A1, 25-hydroxylase and 27-hydrox-

ylase [1]. They are implicated in cholesterol turnover, inflamma-

tion and in neurodegenerative diseases.

The levels of oxysterols are altered in Alzheimer’s disease (AD)

[2] and multiple sclerosis (MS) [3]. In particular, the concentration

of 24(S)-OH is increased in plasma and cerebrospinal fluid during

AD early stages [2,4], whereas it is reduced in plasma at late stages

[5]. Furthermore, 24(S)-OH concentrations are also modified in MS

patients [3,6]. Glial cells are also targets for the oxysterols action,

which inhibits astrocyte proliferation after brain injury [7] and

cause oligodendrocyte apoptosis [8].

Some oxysterols (i.e. 24(S)-OH, 25-OH) are natural ligands for

Liver X Receptors (LXRs) [9], which have two isoforms: LXRa and

LXRb. LXRs form heterodimers with retinoic X receptor (RXR), the

nuclear receptor for 9-cis retinoic acid. They regulate gene

expression by binding to specific responsive elements [10]. LXRs

are expressed in Schwann cells and oligodendrocytes [8,11]. LXR

double KO (LXR dKO) mice exhibited a lipid homeostasis alteration

in the brain, resulting in a loss of neurons, astrocytic proliferation,

disorganized myelin sheaths [12] and lipid accumulation in

specific brain regions.

Myelin sheaths are essential for the efficient conduction of

action potentials and support the integrity of axons in the

vertebrate nervous system. The myelination of axons is carried

out during development by Schwann cells in the peripheral

nervous system (PNS) and by oligodendrocytes in the central

nervous system (CNS). Myelination involves the extension of large

sheaths of membranes and their wrapping around axons,

accompanied by the coordinated synthesis of a variety of myelin

components, including myelin-specific proteins [13,14].

The expression of the peripheral myelin genes Myelin Protein

Zero (MPZ) and Peripheral Myelin Protein-22 (PMP22) is tightly
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Oxysterols are reactive molecules generated by the oxidation of cholesterol. Their implication in

cholesterol homeostasis and in the progression of neurodegenerative disorders is well known. Here, we

study the role of oxysterols and their nuclear receptors, Liver X Receptor (LXR), in myelinating glial cells

of the central and peripheral nervous systems. First, we show by gas chromatography/mass

spectrometry that the brain, sciatic nerve, oligodendrocytes and Schwann cells contain 24(S)-

hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol (25-OH) and 27-hydroxycholesterol, and they express their

biosynthetic enzymes. We observed a differential effect of 25-OH toward myelin genes (MPZ and PMP22)

expression: 25-OH inhibits MPZ and PMP22 in Schwann cell line but not in oligodendrocyte cell line.

Importantly, the invalidation of LXR in mice enhanced MPZ and PMP22 transcripts expression in the

sciatic nerve, but inhibited their expression in the brain. We have previously reported that Wnt signaling

pathway is crucial for myelin gene expression. We show that the transcripts of Wnt components

(Disheveled, TCF3, beta-catenin) are strongly repressed by oxysterols in Schwann cells but are activated

in oligodendrocytes. Furthermore, we show by immunofluorescent labeling that beta-catenin is re-

localized on the level of the Golgi apparatus of Schwann cells after incubation with 25-OH. We did not

observe such an unusual localization of beta-catenin in oligodendrocytes. Our findings reveal a complex

cross-talk between LXR and Wnt/beta-catenin pathway in myelinating glial cells.
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regulated in Schwann cells [15]. MPZ and PMP22 are also

expressed in the brain, but at smaller amounts than in the nerve

[16–18]. A slight change in PMP22 or MPZ expression has a deep

impact on the development and preservation of nerve fibers and

their myelin sheaths, as observed in Charcot-Marie-Tooth disease

[19,20]. We have shown that steroid hormones [21] and more

recently that the canonical Wnt/beta-catenin signaling pathway is

a direct driver of myelin gene expression [22].

Wnt signaling is known to play a key role in neurogenesis and

the fate of neural progenitors [23,24]. Moreover, it has been

identified as a major regulator of neuronal circuit formation during

development. It is also involved in neuron positioning, polariza-

tion, axon and dendrite development and synaptogenesis [25].

Wnt ligands bind to the frizzled membrane receptors (FZD), which

interact with coreceptors named the arrow/low-density lipopro-

tein receptor-related proteins (LRP) [26]. Wnt signaling through

FDZ and LRP activates the cytoplasmic phosphoprotein disheveled

(DSH), which prevents beta-catenin degradation. The stabilized

beta-catenin enters the nucleus, where it regulates gene tran-

scription by interacting with transcription factors called the T-cell

factor/lymphoid-enhancer factors (TCF/LEF).

The selective inhibition of Wnt components by siRNA or

dominant negative forms inhibits the expression of myelin genes

in mouse Schwann cells and in oligodendrocytes. Moreover, the

activation of Wnt signaling by recombinant Wnt ligands increases

the transcription of myelin genes. Importantly, loss-of-function

analyses in zebrafish embryos show, in vivo, a key role for Wnt/

beta-catenin signaling in the initiation of myelination and in

myelin sheath compaction in the central and peripheral nervous

systems. Inhibition of Wnt/beta-catenin signaling resulted in

hypomyelination [22].

Our aim is to study the cross-talk between oxysterols/LXRs and

Wnt pathway in the regulation of myelin genes. We show that

oxysterols are produced in the brain, and in oligodendrocytes

(CNS) as well as in the sciatic nerves and Schwann cell line (PNS).

They inhibit myelin genes (MPZ and PMP22) in the PNS but not in

the CNS. This differential effect on myelin genes is likely due to an

opposite regulation of the Wnt components by oxysterols.

Therefore, we highlighted a complex dialogue between LXR and

Wnt/beta-catenin pathways in myelinating glial cells.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

The mouse Schwann cell line (MSC80) and mouse oligodendro-

cyte cell line (158 N) were maintained in Dulbecco’s minimal

essential medium (DMEM) supplemented with decomplemented

fetal calf serum (Hyclone-Perbio) (10% for MSC80 cells and 5% for

158 N cells), 1% penicillin, 1% streptomycin (Gibco), 1% Glutamine

and 0.2% Fungizone. All cultures were grown at 37 8C in a

humidified atmosphere of 5% CO2.

2.2. Plasmids and chemicals

MPZ-luc was graciously provided by Dr G. Lemke (San Diego,

USA) [27] and PMP22-luc by Dr P. Patel (Houston, USA) [28]. 25-OH

was purchased from Sigma–Aldrich (France).

2.3. Transient transfections

MSC80 and 158 N cells were transiently transfected using

Effecten reagent (QIAGEN). One day prior to the transfection, cells

(1.5 � 105 cells/well) were grown into 6-well plate. The MPZ-Luc

or the PMP22-luc plasmid (0.4 mg), the CMV-beta-Galactosidase

expression vector (0.1 mg) were mixed with a solution containing

Effecten reagents in DMEM. The mixture was then added to the

cells and incubated overnight. Sixteen hours after transfection, the

medium was replaced by DMEM containing 25-OH (10 mM) or

ethanol (vehicle). Luciferase activity was determined using the

enzymatic method described in Massaad et al. [29]. The beta-

galactosidase activity was used to normalize the transfection

efficiency.

2.4. Animals

LXR dKO mice and their wild-type controls (kindly provided by

Dr J.M. Lobaccaro, Clermont-Ferrand, France) were maintained on

a mixed strain background (C57BL/6:129 Sv) and housed in a

temperature-controlled room with a 12 h light/dark cycle [30]. All

experiments were performed on age-matched (8 weeks old) male

mice. Animals were fed ad libitum with water and Global-diet1

2016S from Harlan (Gannat, France) containing 16% protein, 4% fat,

60% carbohydrates. To reduce the effect of stress, the elapsed time

between the capture of a mouse and its sacrifice by decapitation

was under 30 seconds. Brain and sciatic nerves were collected and

frozen in liquid nitrogen. All aspects of animal care were approved

by the Regional Ethic Committee (authorization 86/609/EEC).

2.5. Quantitative and semi quantitative RT-PCR experiments

Total RNA was obtained using RNA NOW (Ozyme, France). One

microgram was reverse transcribed with random primers from

Promega (Charbonnières, France) and reverse transcriptase M-

MLV-RT from Invitrogen (Cergy Pontoise, France). PCR experi-

ments were performed using Taq DNA polymerase purchased from

Promega (Charbonnieres, France) and primers specific to each gene

from Operon (Cologne, Germany). PCR products were analyzed on

agarose gel (2%) and visualized under UV.

Quantitative real time PCR was performed with standard

protocols using SYBR1Green ROX Mix (ABgene, France) as a

fluorescent detection dye in ABI PRISM1 7000 in a final volume of

10 ml which also contains 300 nM primers (Operon, Cologne,

Germany) and 20 ng of reverse transcribed RNA in 384-well plates.

To characterize the generated amplicons and to control the

contamination by unspecific by-products, a melting curve analysis

was applied. Each reaction was performed in triplicate and the

mean of at least three independent experiments was calculated. All

results were normalized to the 26S mRNA level and calculated

using the Delta Ct method. The primer sequences used in real time

PCR are listed below:

18S F: 50CTACCACATCCAAGGAAGGC30

18S R: 50CTCGGGCCTGCTTTGAACAC3

26S F 50AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAA30

26S R 50GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG30

CYP46A1 F: 50ATGCCAGGGAAGAGAAAGC30

CYP46A1 R: 50CTTTGAGGATCTGCGTGAG30

25-OHase F: 50ACCCACTCACCATCTTTAC30

25-OHase R: 50GCCCAGCATTTTGTCCCA30

27-OHase F: 50AGACCATCGGCACCTTTC30

27-OHase R: 50GCACCACACCAGTCACTT30

MPZ F 50GTCAAGTCCCCCAGTAGAA30

MPZ R 50AGGAGCAAGAGGAAAGCAC30

PMP22 F 50AATGGACACACGACTGATC30

PMP22 R 50CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG30

DVL3 F: 50CCGATGAGGATGATTCCACC30

DVL3 R: 50TGAGGCACTGCTCTGTTCTG30

TCF3 F: 50ACCCCTTCCTGATGATTCC30

TCF3 R: 50CGACCTTGTGTCCTTGACT30

Beta-catenin F: 50GCCACAGGATTACAAGAAGC30

Beta-catenin R: 50CCACCAGAGTGAAAAGAACG30
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2.6. Antibodies

Primary antibodies against beta-actin (rabbit polyclonal) was

purchased from Abcam; beta-catenin (mouse monoclonal) from

BD Biosciences; GAPDH (mouse monoclonal) from Millipore,

Giantin (rabbit polyclonal) from Covance. Secondary antibodies

used for western blotting were: HRP-conjugated goat anti-mouse

IgG and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Millipore). Second-

ary antibodies used for immunocytochemistry were: Alexa Fluor1

488 donkey anti-mouse IgG (Molecular Probes) and CyTM3

conjugated AffiniPure donkey Anti-Rabbit IgG (Jackson ImmunoR-

esearch).

2.7. Western blot

Protein content was determined using the ‘‘RC DC’’ protein

assay kit (BioRad) with BSA as standard. Aliquots of 30 mg of

total brain, sciatic nerve, MSC80 or 158 N extracts treated with

ethanol (vehicle) or 25-OH (10 mM) were used for each sample.

Homogenate proteins were separated on 15% SDS-polyacryl-

amide gels by electrophoresis and blotted onto PVDF (polyvi-

nylidene difluoride) membranes. Non specific binding sites in

the transblots were blocked at 4 8C overnight with 2% ECL

Advance blocking agent (Amersham) with 0.1% Tween 20

(Invitrogen) in PBS. Membranes were then incubated at room

temperature for 2 h with the following primary antibodies

diluted in a mixture of 2% ECL Advance blocking agent and PBS-

Tween 0.1%: beta-catenin antibody (1/1000) and b-actin and

GAPDH antibody (1/10 000). They were then incubated at room

temperature for 1h30 with the appropriate secondary antibody

diluted in 2% blocking buffer/PBS-Tween 0.1% (anti-rabbit:

1:20 000; anti-mouse: 1:20 000), followed by ECL Plus western

blotting detection (Amersham) before exposure to radiographic

film Hyperfilm ECL (Amersham). Western blots were quantified

by means of NIH Image J Software.

2.8. Oxysterols quantification by gas chromatography/mass

spectrometry (GC/MS)

MSC80 or 158 N cells (35 � 106) and their corresponding media

as well as brains and sciatic nerves were extracted separately with

10 volumes MeOH/CHCl3 (1/1 v/v). Thirty ng of 2H10-24S-OH

cholesterol, as internal standard, and 50 mg of butylated hydro-

xytoluene (BHT) were added into extracts for oxysterols quantifi-

cation and for avoiding cholesterol autoxidation processes,

respectively.

Cholesterol was separated from oxysterols by solid-phase

extraction. Samples were applied in CH3CN/Isopropanol (1/1 v/v)

to a 500 mg C18 cartridge (International Sorbent Technology, Mid

Glamorgan, UK) and oxysterols were eluted with 12 ml CH3CN/

Isopropanol/H2O (55/25/25 v/v/v). This fraction was further

purified by means of a second solid-phase extraction with a

recycling procedure [31].

The oxysterol fraction was filtered through a 0.45 mm Gelman

PVDF membrane and was purified by high performance liquid

chromatography (Thermofisher Scientific, San Jose, CA, USA) and

collected with a fraction collector (Gilson). HPLC was achieved

with a Lichrosorb Diol column as described [32].

The oxysterols-containing fraction from HPLC was derivatized

with N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) to

form the di-trimethylsilyl ether derivatives of oxysterols.

Derivatized cells and media extracts as well as derivatized

calibration solutions were injected with an AS 2000 autosampler

(Thermo Electron Corporation, San Jose, USA) into the GC/MS

system which consisted of a TraceGC gas chromatograph coupled

with an Automass Solo mass spectrometer.

GC was performed in the splitless mode with a BPX5 capillary

column (SGE, Australia). The temperature in the oven was initially

50 8C for 1 min and then ramped to 340 8C at 20 8C/min.

The mass spectrometer was operated in the electronic impact

mode. Identification of each oxysterol was supported by its

retention time and two diagnostic ions in the single ion monitoring

(SIM) mode. Quantification was performed according to the major

diagnostic ion.

2.9. Immunocytochemistry experiments

MSC80 and 158 N cells were seeded at the density of 50 104

cells in 4 cm2 glass Lab-Tek wells (Nunc). The cells were incubated

with ethanol (vehicle) or 25-OH (10�5 M) for 24 h. The cells were

then washed and fixed with PFA 4% for 20 min at room

temperature. Then the cells were permeabilized with Triton 1�

for 30 min at room temperature. The cells then were incubated

with beta-catenin primary antibody (dilution 1:250) and Giantin

(1/1000) overnight at 4 8C and labeled with Alexa 488 (donkey anti

mouse) (1/500), Cy3 (donkey anti rabbit) (1/400) and TO-PRO-3 (1/

1000) for one hour at room temperature. The slides were imaged

using a confocal microscope LSM (Carl Zeiss Inc.) with a 63x

(NA:1.4) oil lens.

Images were analyzed by means of LSM 510 off line Software.

For each image, we have drawn a line that passes by the cytoplasm,

Golgi apparatus and the nucleus. The LSM510 software allows, for

each wavelength, the measurement of the intensity for each pixel

of the image. The results are expressed as the intensity of the

fluorescence for each channel along the distance of this line. The

orthogonal view allows a 3D exploration of the sample.

2.10. Statistical analysis

Two groups comparisons were performed by the Student test. A

P value of �.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Oxysterols are present in myelinating glial cells

We examined the presence of some oxysterols in brain and

nerve tissue as well as in the myelinating glial cells: MSC80 (mouse

Schwann cell line) and 158 N (oligodendrocyte cell line). In the

brain, the concentration of 24(S)-OH was high (10,350 � 5.4 ng of

oxysterols per g of tissue which is approximately 25 mM), while 25-

OH and 27-OH were less prominent (65.7 � 1.1 ng/g and

206.1 � 5.4 ng/g, respectively) (Fig. 1A). The levels of 24(S)-OH, 25-

OH and 27-OH were detected in 158 N cells and in their culture

medium. 24(S)-OH prevailed over 25-OH in the cells (50.8 � 7.2 vs.

28.4 � 2.4 ng/40.106 cells) while both oxysterols were present at

equivalent amounts in the medium. 27-OH was present at a lower

amount than 24(S)-OH and 25-OH in the cells and the culture

medium. 24(S)-OH, 25-OH and 27-OH were also present in mouse

sciatic nerves (Fig. 1A) (ex: 24(S)-OH is at 173.6 � 12.1 ng of oxysterol

per g of tissue which is about 0.5 mM). Those oxysterols were also

detected in MSC80 cell lysates and in their culture media at lower

amounts that in oligodendrocyte cell line (Fig. 1A).

In brain, essentially in neurons, cholesterol can be metabolized

into various oxysterols, mainly 24(S)-OH, 25-OH or 27-OH, by

means of cholesterol hydroxylases enzymes, CYP46A1, 25-

hydroxylase and 27-hydroxylase, respectively [1]. Transcripts of

each of these enzymes were detected by RT-PCR in mouse brain,

sciatic nerve, 158 N and MSC80 cells (Fig. 1B). Therefore, we

believe that there is a de novo production of oxysterols in

oligodendrocytes and in Schwann cells.
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3.2. 25-OH and LXR differentially regulate MPZ and PMP22 expression

in the central and peripheral nervous systems.

We assayed the expression of MPZ and PMP22 transcripts in the

sciatic nerve of wild-type and LXRa/b �/� (LXRdKO) animals. As

PMP22 [16] and MPZ [17,18] are also present in the CNS, we also

analyzed the expression of these transcripts in the brain. We

evaluated the effect of 25-OH on their expression. In the sciatic

nerve, the invalidation of LXR a/b enhanced the transcripts of MPZ

and PMP22 by 90% and 60%, respectively (Fig. 2A). In the brain, we

observed a 30% inhibition of MPZ and PMP22 expression in the

brain of LXR dKO animals (Fig. 2B).

To assess whether 25-OH exerts its effect at the level of the MPZ

and PMP22 promoters, we performed transient transfection

assays. MSC80 cells were transfected with either MPZ promoter-

luciferase reporter (MPZ-Luc) or PMP22 promoter-luciferase

reporter (PMP22-Luc) constructs and then incubated with

10 mM of 25-OH during 24 h. 25-OH reduced by 40% MPZ and

PMP22 promoter activities (Fig. 2C). In 158 N, 25-OH failed to exert

any significant effect on MPZ or PMP22 promoters (Fig. 2D).

3.3. Oxysterols inhibit canonical Wnt signaling in Schwann cells but

not in oligodendrocytes.

We have shown that the Wnt/beta-catenin signaling pathway is

a major driver of myelin gene expression [22]. For that reason, we

examined whether oxysterols can modulate Wnt signaling in

Schwann cells and oligodendrocytes. By RT-qPCR, we showed that

the transcripts of the major components of the canonical Wnt

pathway are inhibited by 25-OH in MSC80 cells: Disheveled 3

(�75%), TCF3 (�50%) (Fig. 3A). Interestingly, in 158 N cells, we

obtained opposite results: 25-OH stimulated by 2-folds DVL3 and

TCF3 transcripts (Fig. 3B).

Beta-catenin, the central protein of the canonical Wnt pathway,

was also affected by 25-OH. In MSC80 cells, 25-OH inhibited beta-

catenin transcript (�50%) and protein (�88%) expression (Fig. 3C).

This observation was confirmed in the sciatic nerves of adult LXR

dKO mice, where beta-catenin transcript was increased by 50%,

and beta-catenin protein expression stimulated by 2.5-folds

(Fig. 3E).

To the opposite, 25-OH stimulated the expression of beta-

catenin transcript by 2-folds in 158 N oligodendroglial cells

(Fig. 3D), but beta-catenin protein expression was inhibited by

25-OH (-50%) suggesting a post-translational effect in 158 N cells

(Fig. 3D). In the brain of LXR dKO mice, we observed an inhibition of

beta-catenin transcript (-25%). Here also, beta-catenin protein had

an opposite behavior compared to its transcript: it was stimulated

by 50% in the brain of LXR dKO animals (Fig. 3F).

3.4. Unusual localization of beta-catenin in Schwann cells after 25-OH

treatment

We analyzed the localization of beta-catenin in Schwann cells

after incubation with 25-OH. In control cells, beta-catenin was

Fig. 1. (A) Detection of 24-S-Hydroxycholesterol, 25-Hydroxycholesterol and 27-Hydroxycholesterol. The brain and the sciatic nerves were isolated from 8 weeks-old male

mice. The oxysterols were extracted as described in Section 2. Results are expressed in ng per g of tissue.158 N or MSC80 cells were cultured in normal conditions during 72 h.

Then, medium and cells were separated to measure oxysterols by GC/MS analysis. Results are expressed in ng per 40 millions cells and represent the mean +/� SEM of four

independent experiments performed in duplicate. 24(S)-OH: 24-S-Hydroxycholesterol, 25-OH: 25-Hydroxycholesterol, 27-OH: 27-Hydroxycholesterol. (B) Detection of

Cyp46A1, 25-hydroxylase and 27-hydroxylase mRNAs in brain, sciatic nerve, 158 N and MSC80 cells. Total RNA was extracted from the brain and the sciatic nerves of 8 weeks-

old male mice. 158 N and MSC80 cells were cultured and were harvested and total RNA was prepared. RT-PCR were performed by using specific primers recognizing Cyp46A1,

25-hydroxylase (25-OHase) and 27-hydroxylase (27-OHase) and normalized by using 18S. PCR products were analyzed on agarose gel (2%) and visualized under UV.
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mainly localized in the membrane and the cytoplasm, and a small

fraction was nuclear (Fig. 4A). When the cells were incubated with

25-OH during 24 h, we observed a relocalization of a part of beta-

catenin in a structure near the nucleus that resembles to the Golgi

apparatus (Fig. 4A and B). To confirm that 25-OH triggers a partial

localization of beta-catenin into the Golgi apparatus, we performed

immunocytochemistry experiments using beta-catenin and gian-

tin antibodies. Giantin is a marker of the Golgi apparatus. When

MSC80 cells were incubated with 25-OH during 24 h, we observed

a co-localization of a part of beta-catenin with giantin (Fig. 4A and

B). This observation suggests that beta-catenin localizes on the

level of the Golgi apparatus of MSC80 only after incubation with

25-OH. We quantified the colocalization between Alexa 488

(fluorochrome of the secondary antibody recognizing beta-

catenin) and Cyanin 3 (fluorochrome of the secondary antibody

recognizing giantin) fluorescence by means of LSM 510 off-line

software (Fig. 4C) and therefore confirmed that 25-OH triggers a

relocalization of beta-catenin to the Golgi apparatus in MSC80.

In 158 N cells, we did not observe this relocalization in the Golgi

apparatus. In control cells, beta-catenin was nucleocytoplasmic,

and incubation with 25-OH during 24 h did not trigger any co-

localization with giantin (Fig. 4D). Our results show that 25-OH

elicits a re-localisation of beta-catenin in the Golgi apparatus only

in Schwann cell line.

4. Discussion

Oxysterols are generated from the auto-oxidation or enzymatic

oxidation of cholesterol [33]. We have shown that oxysterols

(24(S)-OH, 25-OH and 27-OH) are present in the brain, in the

sciatic nerve and in myelinating glial cells: oligodendrocyte and

Schwann cells. The amounts of 24(S)-OH are 60-folds higher in the

brain than in the sciatic nerve, while 25-OH and 27-OH are at the

same range in the central and peripheral nervous systems. We also

noticed that oxysterols are at higher amounts in oligodendrocytes

than in Schwann cells. Furthermore, their biosynthetic enzymes

are also expressed in those cells suggesting a local synthesis of

oxysterols in myelinating glial cells.

Oxysterols have been long considered in the nervous system as

‘‘garbage’’ molecules originating from an excess of cholesterol.

Brain cholesterol is transformed into 24(S)-OH, the later is able to

exit from the brain to reduce the amount of cholesterol in the brain

[34]. High amounts of cholesterol could be toxic for the brain

especially in AD. The overexpression of cyp46A1 that allows the

transformation of cholesterol into 24(S)-OH decreased the severity

of the phenotype of the mice suffering from AD [35].

Oxysterols must not be only considered as products of

cholesterol efflux. They are reactive molecules that are able to

modulate directly or indirectly several signaling pathways. 24(S)-

OH, 25-OH and 27-OH bind and activate the nuclear receptors LXRs.

Those receptors are implicated in lipid metabolism and in the

inflammatory process. Studies with transgenic mice revealed

important roles of LXRs in the nervous system [36]. LXRb�/� or

LXR dKO transgenic mice show several defects like axonal atrophy,

neuronal loss, astrogliosis and lipid accumulation in specific brain

regions [12]. LXRs regulate the levels of the cholesterol transporters

(ABCA1 and ABCG1) as well as apolipoproteins (apoE and apoC) (for

review see [37]). In the brain, LXRs regulate ABCA1 in both neurons

and glia resulting in cholesterol efflux from these cells. In addition,

the expression of apoE, synthesized primarily by astrocytes and

microglia, is also upregulated by LXR agonists. As both apoE and the

ABCA1 transporter are intimately involved in amyloid-beta peptide

(Abeta) transport and clearance (for review see [37]), activation of

these genes by LXR agonists in brain may have a significant impact

on Abeta deposition and amyloid/neuritic plaque formation. LXR

agonists may also have positive effects in treatment of Parkinson

disease by modulating the cytotoxic functions of microglia [38]. LXR

activation has a beneficial outcome in stroke [39] and traumatic

brain [40] and spinal chord [41] injuries.

We have previously demonstrated that oxysterols inhibit

peripheral myelin genes expression (MPZ, PMP22) in a Schwann

cell line [42]. Importantly, the knockout of LXR in mice resulted in

thinner myelin sheaths surrounding the axons of the sciatic nerve

Fig. 2. Effects of 25-OH and LXR on the expression of MPZ and PMP22. Expression of myelin genes in adult LXRdKO mice: 8 weeks-old male LXRdKO mice were sacrificed and then

their sciatic nerves (A) and brains (B) were dissected (n = 6 per group). Total RNA was extracted and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers

recognizing MPZ or PMP22. The RT-qPCR was normalized using 26S RNA and they represent the mean � SEM. *P < .05, **P < .01, ***P < .001 by Student’s tests when compared

to control. Effect of 25-OH on MPZ and PMP22 promoter activities in myelinating glial cells: MSC80 (C) and 158 N cells (D) were transiently transfected with MPZ-Luc or PMP22-Luc

constructs. Sixteen hours after transfection, cells were incubated with ethanol (vehicle) or 25-OH at 10 mM for 24 h, and then b-galactosidase and luciferase activities were

analyzed. Results represent the means � SEM of at least 4 independent experiments performed in duplicate. ***P < .001 by Student’s tests when compared to control.
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Fig. 3. Effect of 25-OH and LXR on Wnt/beta-catenin pathway. Effect of 25-OH on the expression of components of the Wnt signaling pathway: MSC80 (A) and 158 N cells (B) were

treated with ethanol (vehicle) or 25-OH at 10 mM during 24 h. Total RNA was extracted and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers

recognizing DVL3 and TCF3. The RT-qPCR were normalized using 26S RNA and they represent the means � SEM of at least four independent experiments. **P < .01 and

***P < .001 by Student’s t test when compared to control. MSC80 (C) and 158 N (D) cells were treated with ethanol (vehicle) or 25-OH at 10 mM during 24 h. Total RNA or proteins

were extracted. Quantitative real-time PCR experiments were performed using primers recognizing beta-catenin. The RT-qPCR was normalized using 26S RNA and they represent

the means � SEM of at least six independent experiments. Western Blots were performed using anti-beta-catenin antibody. Beta-actin or GAPDH were used to normalize the

Western blots. The Western Blots were quantified as described in Section 2. ***P < .001 by Student’s t test when compared to control. Effect LXR invalidation on the expression of beta-

catenin: Sciatic nerves (E) and brains (F) were isolated from either 8-weeks old male wild-type mice (WT) or LXR dKO mice. Total RNA or proteins were extracted. Quantitative real-

time PCR experiments were performed using primers recognizing beta-catenin. The RT-PCR was normalized using 26S RNA and they represent the means � SEM of at least six

independent experiments. Western Blots were performed using anti-beta-catenin antibody. Beta-actin or GAPDH were used to normalize the Western blots. The Western Blots were

quantified as described in Section 2. *P < .05 and **P < .01 by Student’s t test when compared to control.
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Fig. 4. Subcellular localization of beta-catenin by immunocytochemistry in Schwann cells and oligodendrocytes. (A) MSC80 cells or (D) 158 N cells were incubated with

ethanol (vehicle) or in the presence of 25-OH (10 mM) for 24 h. Beta-catenin (Alexa 488, green), giantin (Cyanin3, red) and the nuclei (TO-PRO-3, blue) were recognized by

specific antibodies and detected by fluorochrome-coupled secondary antibodies. The slides were analyzed with a confocal microscope. This experiment was repeated 4 times,

and a typical experiment is presented here. Irrelevant antibodies from the same family of immunoglobulin were used as controls for non-specific staining (not shown). (B) The

orthogonal view was performed using the LSM 510 software off-line as described in Section 2. (C) The channel fluorescence intensity was quantified using the LSM 510

software off-line software as described in Section 2.
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and stimulated the expression of myelin genes MPZ and PMP22. In

the brain, the invalidation of LXR repressed those genes. How could

we explain this discrepancy?

We have demonstrated that oxysterols establish a complex

dialog with the Wnt/beta-catenin pathway in myelinating glial cells.

Wnt is essential for the development of the nervous system. It is

activated very early during the development to initiate very complex

programs like gliogenesis and neurogenesis. A main question

occurs: how could this pathway be regulated to trigger these

different programs? In this article we have shown that oxysterols are

able to differentially modulate the expression of the major

components of Wnt/beta-catenin pathway. In oligodendrocytes,

oxysterols enhance the expression of the transcripts of Disheveled,

beta-catenin and the transcription factor TCF3, while in the PNS

oxysterols exert an inhibitory effect toward Wnt components [42].

We had an interesting observation concerning beta-catenin in

158 N cells. While 25-OH activates beta-catenin mRNA, it inhibits

its protein. Moreover, the knock-out of LXR inhibits the expression

of the transcript of beta-catenin in the brain, but activates its

protein expression. This discrepancy could be either due to: (i) a

post-translational modification of beta-catenin protein by 25-OH/

LXR pathway, (ii) to a negative feed-back due to an excess of beta-

catenin or (iii) to the recruitment of beta-catenin by another

pathway than Wnt. As a matter of fact, beta-catenin is recruited by

several pathways (i.e. Akt [43], glucocortoicid pathway [44],

Androgen receptor. . .). A negative cross-talk between LXR and

beta-catenin was described in colon cancer. In those cells, LXR

binds directly to the Armadillo repeat region of beta-catenin and

inhibits its action, while beta-catenin potentiates LXR transcrip-

tional activity [45].

We previously described a profound modification of 158 N cells

after an incubation with 25-OH [8,46]. The latter provoked the

apoptosis of 158 N cells while it did not have any apoptotic effect

on MSC80 cells. Furthermore, the decrease in the expression of

beta-catenin, paralleling the loss of adherens junction complex,

could explain this morphological modification. This phenomenon

was described in mammary cancer cells (MCF7 cells) incubated

with 27-OH [47].

We also found an unusual localization of beta-catenin in the

Golgi apparatus in Schwann cells but not in oligodendrocyte. The

presence of beta-catenin in the Golgi apparatus could be a

perquisite for its post-translational modification (e.g. glycosyla-

tion). It is well known that the phosphorylation of beta-catenin

controls its intracellular levels. Few data show that O-GlcNAc

glycosylation of beta-catenin negatively regulates its levels in the

nucleus in prostate cells [48]. We speculate that the presence of

beta-catenin in the Golgi apparatus of Schwann cells participates

to the inhibition of Wnt pathway by preventing the presence of

beta-catenin in the nucleus to regulate peripheral myelin genes

expression. Another coactivator, SRC-3, had also an unusual

localization in the Golgi apparatus of astrocytes [49].

In conclusion, Wnt pathway is inhibited by LXR in Schwann

cells on different levels: down regulation of Wnt components and

re-localization of beta-catenin in the Golgi apparatus; whilst in

oligodendrocytes, oxysterols stimulated Wnt components. This

differential effect of LXR on Wnt pathway impacts myelin gene

expression. Consequently, the complex and delicate cross-talk

between oxysterols and Wnt pathway allows the fine-tuning of the

expression of myelin genes in Schwann cells and oligodendrocytes.
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I- I t odu tio  

La myéline est une adaptation évolutive majeure des vertébrés permettant une 

p opagatio àà apideàduàpote tielàd a tio .àCetteàgai eàe tou a tàlesàa o esàestàs th tis eà

par les cellules de Schwann (CS) dans le système nerveux périphérique (SNP) et par les 

oligodendrocytes (OL) dans le système nerveux central (SNC). Sa structure et ses constituants 

so tàassezà ie àd te i sàaujou d hui.àCepe da tàlesàsig au ài te e a tàda sàsaà iseàe à

place le sont beaucoup moins. Cela tient en partie du fait de la complexité de la myélinisation 

essita tà deà faço à oo do eà l a ti atio à età laà p essio à deà o eusesà oiesà deà

signalisation. Dans les années passées, deà o eusesà tudesào tà o t àl i po ta eàdesà

récepteurs nucléaires (RN) dans ce processus (e.g. GR (Désarnaud et al., 2000), PR (Koenig et 

al., 1995) (Sereda et al., 2003), RXR et RAR (Latasa et al., 2010), TR (Mercier et al., 2001), AR 

(Melcangi et al., 2011), LXR (Makoukji et al., 2011)). Cependant, ces RN ont besoin des 

corégulateurs de la transcription pour exercer leurs actions. 

RIP140 est un corégulateur transcriptio elà a a tà laà pa ti ula it à d t eà à laà foisà

activateur et inhibiteur selon le contexte cellulaire. Il possède 9 domaines de liaison aux RN, 

lesàN‘à o ,à eà uiàluià o f eàu eàg a deà apa it àd i te a tio àa e àlesà‘N (Heery et al., 1997). 

Tous les RN mentionnés ci-dessus ont été montré comme interagissant avec RIP140 L Ho set 

et al., 1996) (Subramaniam et al., 1999) (Ikonen et al., 1997) (Miyata et al., 1998). 

Chezà l ho e,à leà g eà oda tà pou à ‘IP à està lo alis à su à leà h o oso eà .à Leà

syndrome de Down est causé par la présence surnuméraire de ce chromosome. Chez les 

patie tsà souff a tà deà etteà t iso ie,à laà li isatio à deà l hippo a peà està eta d eà età

l e p essio à deà MBPà està di i u eà (Ábrahám et al., 2012). De manière intéressante, 
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l e p essio àdeà‘IP à hezàlesài di idusàsouff a tàdeàt iso ieà àestàaug e t eàda sà etteà

région cérébrale (Gardiner, 2006)  

Le poisson zèbre est un modèle reconnu dansàl tudeàdeàlaà li isatio  (Monk and 

Talbot, 2009). Ces vertébrés expriment 2 isoformes de RIP140 : nRIP1a et nRIP1b. nRIP1a est 

exprimé dans le nerf de la ligne latérale postérieur PLLn et le SNC (Thisse et al, 2008, ZFIN 

database). 

Objectifs : 

Le rôle physiologique de RIP140 dans le système nerveux est mal connu. Un seul article 

o t eàdesàd fi itsà o po te e tau àouà og itifsàe à asàd i alidatio  (Duclot et al., 2012). 

áu u eàdo eà estàdispo i leàe à eà uià o e ne le rôle de RIP140 dans le nerf et la cellule 

de Schwann. 

Etant donné la forte participation des récepteurs nucléaires (PR,àG‘,àá‘,àLX‘…. àda sà

laà li isatio ,àetàl i pli atio àdeà‘IP àda sàlesà a is esàd a tio àdeà esà epteu s,à

nous avons voulu étudier le rôle de RIP140 dans le système nerveux périphérique. Par 

e e ple,àlesàeffetsà p esseu sàduàLX‘àsu àl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàp iph i ueà

pourraient être relayés par RIP140.  

Quel est rôle endogène dans la myélinisation in vivo et in vitro? 

 

II. Mat iels et M thodes 

Poisson zèbre 

Pour cette étude, nous avons utilisé les lignées de poissons zèbre : wild type (WT), 

transgénique (Tg) (MBP :EGFP) qui exprime une forme la GFP sous le contrôle de la MBP 
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(Almeida et al., 2011), Tg(Foxd3 ::GFP) (Gilmour et al., 2002) qui permet de localiser les cellules 

de Schwann grâce à la fluorescence verte de la GFP. Tous les animaux ont été traités dans les 

règles des protocoles standards. 

Culture cellulaire 

La lignée cellulaire de Schwann de souris MSC80 a été maintenue et cultivée dans le milieu 

DMEM (Dul e o sà i i alàesse tialà ediu ) auquel a été ajouté 10% de serum de veau 

décomplémenté (Hyclone-Perbio), 1% de penicilline(Gibco), 1% de streptomycine (Gibco), 1% 

de glutamine (Gibco) et 0.2% de fongizone (Gibco). Ces cultures cellulaires ont été maintenues 

dans une atmosphère humide à 37°C avec 5% de CO2. 

I je tio  de l’oligo o pholi o dirigé contre nRIP1a 

Nous avons injecté les embryons de poissons zèbres aux stades 1 ou 2 cellules avec 600 pg 

d oligo o pholi osà di ig sà o t eà ‘IP aà MoRIP1a)  (Gene tools) afin de diminuer 

l e p essio àdeà ‘IP a.àNousàa o sàutilis à o eà o t ôlesàdesàe ons non injectés (N.I) 

ouà i je t sàauà eàstadeàa e à l oligo o pholi oàdi ig à o t eà ‘IP aàmuté pour 5 bases 

(5Miss RIP1a). 

MoRIP1a : GGCCAGGCTCTTCCCCATGAGTCAT 

Miss5 RIP1a : GGCGACGCTGTTCCCGATCAGTCAT 

Plasmides  

Leàplas ideàP -lu à ousàaà t àg euse e tàdo àpa à leàD àG.àLe keà “a àDiego,àU“á ,à

PMP -lu àpa à leàD àP.àPatelà Housto ,àU“á àetà leà e teu àd e p essio à‘IP àpa à leàD àV.à

Ca aill sà Mo tpellie .àLeàsiá‘Nàdi ig à o t eà‘IP àaà t àa het à hezàDha a o à o Ta get 

plus siRNA .àLeàt a s ità‘IP àaà t à i l àda sà uat eà gio sàdiff e tesàpa à uat eàsiá‘Nà

diff e ts : 
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- “ ue eà i leà  :àUGUCUUááCUUáCCUCGáá 

- “ ue eà i leà  :àCáUCGUGááUUUáááCGUá 

- “ ue eà i leà  :àGUCáUGUGCUGCááGáUUá 

- “ ue eà i leà  :àGCáGGááUGáGCUCGáUUá 

Les cellules ont été transfectées par le mix obtenu à partir de ces 4 séquences cibles. 

Transfections transitoires  

Les MSC80 ont été transitoirement transfectées grâce au réactif Effecten (QIAGEN). Un jour 

avant la transfection, les MSC80 ont été repiquées (1.5 x 105 de  cellules par puits pour le 

e teu àd e p essio àetà à . à à 5 cellules par puits pour les expériences avec le siARN) dans 

une plaque 6 puits dans les conditions de cultures classiques. Le plasmide P0-luc ou PMP22-

luc (0.2 µg pour les expériences avec le vecteu àd e p essio àetà . àµgàpou àlesàe p ie esàdeà

siá‘N ,àleàplas ideàd e p essio àCMV-Gala tosidaseà . àµg ,àleà e teu àd e p essio à‘IP à

(0.2µg) et le siARN dirigé contre RIP140 (50pmol) ont été mélangés avec une solution 

contenant le réactif Effecten (0.85 mg/ml) dans du DMEM. Les cellules ont été induites par ce 

mélange et incubées sur la nuit. 16 heures après la transfection, le milieu de culture a été 

remplacé pa àduàDMEMà o te a tàouà eà o te a tàpasàdeàl tha olàouàduà OHà -5M). 24 

heu esàap s,àlesà ellulesào tà t àl s esàetàl a ti it àlu if aseàaà t àd te i eàe àutilisa tàla 

méthode enzymatique décrite dans (Massaad et al., 2000).à L a ti it àGalactosidase a été 

utilisée pour normaliser les résultats. 

Expériences de PCR en temps réel 

Lesàá‘Nàtotau àdeàlaà ueueàd e o sàdeà dpfàetàdesàM“C ào tà t àe t aitsàg eàauàT izolà

(Invitrogen). 1 µg de ces ARN ont été rétrotranscrits en utilisant des séquences aléatoires 

Promega et la reverse transcriptase M-MLV-RT (Invitrogen). 
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La PCR en temps réel a été réalisée en suivant le protocole standard avec le colorant 

fluo es e tà“YB‘àG ee à‘OXàMi à áBge e àetàl appa eilàáBIàP‘I“Mà . 

Les séquences utilisées sont les suivantes : 

EF aàF:à ′àCTTCTCáGGCTGáCTGTGCà ′ 

EF aà‘:à ′àCCGCTáGCáTTáCCCTCCà  

MBPàF:à ′àTCCTCTCCTCGTCCTááGTCà ′ 

MBPà‘:à ′àTCCáTCTCáGTGTTTTCCTGà  

MP)àF:à àTTCTCCCTCCáTCTCTTCTCà  

MP)à‘:à àTTCTCCGáGTCTGTGTTCáCà  

26s F: -AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAA-  

sà‘:à -GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG -  

P àF:à -GTCAAGTCCCCCAGTAGAA-  

P à‘:à -CTTGGCATAGTGGAAAATGCAAA-  

PMP àF:à -AATGGACACACGACTGATC-  

PMP à‘:à -CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG-  

RIP140 F: -CTTCCTTTCCCACATAGCAG-  

RIP140 R: -AGCCTCGCAACTTCCTTAG-  

Immunohistochimie 

Les e o sà à dpfào tà t àfi sàe tie àa e àduàpa afo aldeh desà %.àL a ti o psà o t eàlaà

tubuline acétylée (Sigma) a été dilué au 1/1000. Nous avons utilisé un anticorps secondaire 

anti-souris Alexa 568 (Sigma) dilué au 1/200.  

Imagerie confocal 

Les embryo sà à dpfào tà t àa esth si sàa e àduàt i ai eàetài lusàda sà . %àd aga oseà à asà

point de fusion (Sigma). Les images ont été réalisées grâce au microscope confocal Zeiss 

LSM510. 

Microscopie électronique 

A 5dpf, les embryons ont été fixés dans un mélange 4% paraformaldehyde et 2.5% 

gluteraldehyde (Sigma) dans un tampon sodium cacodilate 1% à pH 7.3. Après la post-fixation 

pa à l os iu àtet o ideà %à “e a ,à lesàtissusào tà t àdesh d at sàetà i lusàda sàu eà si eà

d epo .à Desà oupesà ult afi esà -90nm) ont été effectuées environ 1mm avant la fin de 

l e te sio àduàsa à itelli .àLesà oupesào tà t à o t ast esàa e àdeàl a tateàd u a leàetàduà
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it ateàdeàplo àa a tàd t eà isualis esàetàphotog aphi esàpa àleà i os opeà le t o i ueà

JEOL jem-1011. 

 

 

III. R sultats 

A. nRIP1a active l’e p essio  des g es de la li e dans le poisson zèbre 

Chezà leà poisso à z e,à l o thologueà deà MBPà està e p i à da sà lesà OLà età lesà C“à

myélinisantes (Brösamle and Halpern, 2002) (Kazakova et al., 2006) (Lyons et al., 2009). Afin 

de visualiser aisément son expression nous avons utilisé la lignée poisson zèbre transgénique 

MBP::EGFP. Ces animaux expriment la EGFP (enhanced green fluorescent protein) sous le 

contrôle du promoteur MBP. 

A 4dpf, 100% des embryons contrôles (non injecté (NI) ou injectés avec 

l oligo o pholi oà o t ôleà Miss ‘IP a àe p i e tàl EGFPàda sàlaàPLL à fl hesàfi es àetàlaà

moelle épinière (ME) (flèches épaisses). Cependant, à ce même stade du développement, 

l i alidatio àdeà ‘IP aà MoRIP1a) par oligomorpholinos provoque, dans 90% des cas, une 

absence de signal EGFP dans la PLLn et la ME (Figure 1A). 

áfi àdeà o fi e à esà sultats,à ousàa o sàe suiteàa al s àl e p essio àdeàmbp et mpz 

(mpz est spécifiquement exprimé par les OL) par RT- PC‘,à à dpf.à L i je tio àdeàMoRIP1A 

di i ueàdeà %àl e p essio àdeàmbp (Figure 1B) par rapport aux témoins (WT et Miss5RIP1a) 

et de 60% celle de mpz (Figure 1C). Ces résultats suggèrent que nRIP1a est nécessaire à 

l e p essio àopti aleàdeàmbp et de mpz dans le SNP et le SNC du poisson zèbre. 
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Figure 1 : A al se de l’e p essio  de g es de la li e ap s i validatio  de RIP a. A) Vue latérale par image 

o fo al X  de l’e p essio  de EGFP sous le o t ôle du promoteur de MBP chez les embryons 4dpf non injectés 

NI  = , i je t s pa  l’oligo o pholi o o t ol Miss  RIP a  =  ou pa  l’oligo o pholi o di ig  o t e RIP a 

(MoRIP1a) (n=11). Les flèches fines indiquent la PLLn et les flèches épaisse la ME. B,C) Expression des transcrits 

p et pz da s les ueues d’e o s de dpf o  i je t s NI  = , i je t s pa  l’oligo o pholi o o t ol 

Miss  RIP a  =  ou pa  l’oligo o pholi o di ig  o t e RIP a MoRIP a  = . Cha ue  o p e d au oi s 

6 queues d’e o s. *p< .  O e-way ANOVA suivi de Newman-Keuls Multiple Comparison Test. 

 

B. RIP a ’i flue pas su  la ise e  pla e des a o es et des CS 

Laà du tio àdeàl e p essio àdeàmbp, ap sàl i alidatio àpa tielleàdeà ‘IP a, pourrait 

sulte àd u àd faut axonal ou schwannien. Afin de vérifier cela, nous avons marqué les axones 

a e àu àa ti o psàdi ig à o t eàlaàtu uli eàa et l e.àáu u eàdiff e eàdeà eà a uageà aà

été observée entre les contrôles et les MoRIP1a.àCe iàse leài di ue à ueàl oligo o pholino 

di ig à o t eà ‘ip aà affe teàpasàlesàa o es.à 
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La lignée de poisson transgénique Foxd3 ::GFP exprime spécifiquement la GFP dans les 

CS après 24hpf (Gilmour et al., 2002). MoRIP1a, comparativement aux contrôles, ne provoque 

aucune différence dans le nombre et la migration des CS (Figure 2). 

Cesà sultatsà o t e tà ueàl i alidatio àpa tielleàdeà ‘IP aàp o o ueàu eàdi i utio à

de mbp sans affecter ni la présence des axones ni celle des CS. 

Figure 2 : Mise en évidence de la présence des CS et des axones de la PLLn après invalidatio  de l’e p essio  de 

nRIP1a. Vue lat ale pa  i age o fo ale des a o es de la PLL  e p i a t l’a et le tu uli e et des CS a u es 

pa  la GFP da s la lig e d’e o s t a sg i ue Fo d  ::GFP à 4dpf non injectés (NI) (n=4), injectés par 

l’oligo o pholi o o t ol Miss  RIP a  =  ou pa  l’oligo o pholi o di ig  o t e RIP a MoRIP a  = . 

 

C. nRIP1a est important pour la formation de la gaine de myéline dans le SNP 

Les résultats précédents indiquent que même si les CS invalidées partiellement pour 

nRIP1aàseàd eloppe tà o ale e t,àellesà e p i e tàpeuàouàpasàlesàg esàdeàlaà li e,à

suggérant leur arrêt au stade promyélinisant. 

Nousà a o sà e suiteà tudi à l ult ast u tu eà desà e fsà deà laà PLLn par microscopie 

électronique à transmission. A 5dpf, la PLLn des poissons témoins est constituée de 10 à 11 

a o es.àCesàde ie sàso tàe tou sàd u eàgai eàdeà li eà o pa teà = / à Figure 3A). En 

revanche, malgré la présence des CS, cette gaine est moins compacte chez les MoRIP1a. Les 

axones de ces animaux semblent être également moins nombreux (8) (n=2/3) (Figure 3B). 
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Figure 3 : Mise en évidence du défaut de myélinisation des axones de la PLLn des embryons invalidés pour 

nRIP1a. A  oupe t a s e sale de la PLL  d’e o s dpf i je t s pa  Miss  RIP a. Les a o es sont entourés par 

u e gai e de li e o pa te = . B  oupe t a s e sale de la PLL  d’e o s dpf i je t s pa  MoRIP a. 

Les CS sont présentes mais forment une gaine moins compact autour des axones. Ces derniers semblent être 

moins nombreux (n=2/3).  

 

D. Implication de RIP140 dans la répression des gènes de la myéline périphérique P0 

et PMP22 dans les cellules de Schwann de souris in vitro 

áfi àd tudie àleà ôleà ol ulai eàdeà‘IP àsu àl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàP à

etàPMP àda sàlesà ellulesàdeà“ h a àdeàsou is,à ousàa o s,àda sàu àp e ie àte ps,ài alid à

l e p essio à deà eà o gulateu à t a s iptio elà pa à u à siá‘Nà si‘IP à da sà laà lig eà

s h a ie eàM“C .àáuàp ala le,à ousàa o sà ifi àso àeffi a it àpa àdesàe p ie esàdeà

PC‘àe àte psà el.àLeàsi‘IPàdi i ueàlaà ua tit àdeàt a s itsà‘IP àdeà à%à Figu e A àe à

o pa aiso àa e àlaàt a sfe tio àd u àsiá‘Nà o à ele a tà o àta geti g-NT àp ou a tàai sià

so àeffi a it . 
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Figu e : I pa t de RIP  su  la ua tit  de t a s its P  et PMP  da s les MSC8  i  vit o. A al se des 

t a s its pa  PCR e  te ps el : Les ellules de S h a  MSC  o t t  t a sfe t es pa  les siRIP ou pa  u  

siARN o  ele a t NT . Ap s e t a tio  des ARNs totau , u e RT est alis e, sui ie d’u e PCR e  te ps el. 

Les sultats so t appo t s au S. % i di ue le tau  de t a s it de RIP , P , PMP  e  l’a se e de 

siRIP . Ces sultats ep se te t la o e e +/- SEM d’au oi s  e p ie es. Nous a o s utilis  o e 

test statisti ue le test t de Stude t,** p< . , *** p< . . 

 

Nousà a o sà e suiteà a al s à lesà o s ue esà deà l i alidatio à deà ‘IP à su à

l e p essio àdesàt a s itsàdeàP àetàPMP .àáp sàt a sfe tio àdesàM“C àa e àleàsi‘IP,à ousà

o stato sà u eà aug e tatio à deà laà ua tit à dá‘N à oda tà pou à P à età PMP à

espe ti e e tà deà %à età deà %à e à o pa aiso à a e à laà t a sfe tio à d u à siá‘Nà o à

ele a tà o àta geti g-NT à Figu e B et C . 

RIP140 semble donc être impliqué dans la régulation négative de la quantité de 

transcrits codants pour les gènes de la myéline P0 et PMP22. 

E. I pli atio  de RIP  da s l’a tivit  des p o oteu s de P  et PMP  in vitro 

Nousàa o sàe suiteà tudi àl a tio àdeà‘IP àsu àl a ti it àt a s iptio elleàdesàg esà

deàlaà li eàp iph i ueàP àetàPMP àe àl i alida tàpa tielle e tàpa àdesàsi‘IPàouàe àleà

su e p i a tàg eà àu à e teu àd e p essio àdeà‘IP . 
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Figu e : Rôle de RIP  da s l’a tivit  t a s iptio elle des g es P  et PMP , da s les MSC8 . A al se de 

l’a ti it  t a s iptio elle des p o oteu s : Les ellules MSC  so t t a sfe t es a e  u  plas ide appo teu  

lu if ase Lu  o te a t soit le p o oteu  de P  soit elui de PMP . Les ellules so t e suite up es et 

l’a ti it  lu if ase est esu e. % i di ue la t a sa ti atio  de P  et PMP  e  l’a se e de siRIP NT, A et 

B  ou du plas ide d’e p essio  RIP  ide, C et D . Ces sultats ep se te t la o e e +/- SEM d’au oi s  

e p ie es e  dupli ate. Test statisti ue : test T de Stude t ** P< . , *** p< . . 

 

áp sàt a sfe tio àduàsi‘IP,à ousào se o sàu eàaug e tatio àdeàl a ti it à asaleàdesà

p o oteu sàdesàg esàP àetàPMP à espe ti e e tàdeà %àetàdeà %àe à o pa aiso àauà

siá‘Nà o à ele a tà NT à Figu e A et B . 

Nousà a o sà e suiteà alis à l e p ie eà i e se.à Cepe da t,à o eà o se à ap sà

i alidatio àdeà‘IP ,àlaàsu e p essio àdeà‘IP àpa àu à e teu àd e p essio àaug e teàdeà

, à foisà l a ti it à t a s iptio elleàduà p o oteu à deàP à Figu e C à età deà , à foisà elleà duà

p o oteu àPMP à Figu e D . 
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F. RIP140 e pa ti ipe pas à l’a tion répressive du 25OH exogène sur l’a tivit  des 

promoteurs de P0 et PMP22 in vitro 

Nousàa o sàd o t àda sà ot eàp e ie àa ti leà ueàleà OHàaug e teàlaà ua tit àdesà

LX‘sàli sà àleu sà l e tsàdeà po sesàsu àlesàp o oteu sàdeàP àetàdeàPMP ,àa outissa tà à

u eà p essio àl a ti it àt a s iptio elleàdeà esàg es.àCeà a is eàd a tio àestài dità a à

ha ituelle e tàlo s ueàlesào st olsàseàlie tà àleu sà epteu sàilà àaà ejetàdesà o p esseu sà

età e ute e tàdesà oa ti ateu sàafi àd a ti e àlaàt a s iptio àdesàg esà i les.à‘IP àestàu à

o gulateu à apa leàdeà p i e à l a ti it à t a s iptio elleàdesàg esà ua dà leà epteu à

u l ai eàestàa ti àpa àso àliga d. 

Figu e  : Rip  ’est pas i pli u  da s la p essio  des g es de la li e pa  le OH. A al se de l’a ti it  

t a s iptio elle des p o oteu s P  A  et PMP  B  : Les ellules MSC  so t t a sfe t es a e  u  plas ide 

appo teu  lu if ase Lu  o te a t soit le p o oteu  de P  soit elui de PMP  puis t ait es pa  µM de OH 

ou de l’ tha ol EtOH  pe da t h. Les ellules so t e suite up es et l’a ti it  lu if ase est esu e. Les 

sultats so t e p i s e  % t a sa ti atio  pa  appo t au t oi  tha ol NT+EtOH . Ces sultats ep se te t 

la o e e +/- SEM d’au oi s  e p ie es e  dupli ate. Test statisti ue : O e- a  ANOVA sui i d’u  post test 

de Tu ke , * P< . , *** p< . . 

 

Malg à l i alidatio àdeà‘IP ,à leà OHà o se eà so àeffetà p esseu àsu à l a ti it à

t a s iptio elleàdeàP àetàdeàPMP à Figu eà áàetà B .àIlàse le aitàdo à ueà‘IP à eàsoità

pasà i pli u àda sà l a tio à p essi eàdesào st olsàe dog esàsu à lesàg esàdeà laà li eà

p iph i ues. 
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Malg à leu sàdis o da es,à esà sultatsà se le tà o fi e à l i pli atio àdeà‘IP à

da sà laà gulatio à t a s iptio elleà desà g esà deà laà li eà p iph i ueà P à età PMP . 

Cepe da t, ous pouvo s ous i t oge  su  u  effet ivale t de RIP  da s ette 

gulatio . Co eà ousàl a o sàp is àp de e t,à‘IP àpeutàseà o po te à o eàu à

o p esseu àouàu à oa ti ateu àe àfo tio àduà o te teà ellulai e.à“o à ôleàe dog eàda sà

lesà ellulesàdeà“ h a àsugg eà u ilà p i eàlesàg esàdeàlaà li e.àL i alidatio àdeà‘IP à

ouàdesàLX‘sàa outitàauà eà sultat :àu eàle eàdeàlaà p essio àdeàP àetàPMP .àIlàestà à

ote à ueàlesà ellulesàdeà“ h a à o tie e tàetàs th tise tàlesào st ols.àM eàsià‘IP à

i te ie tà pasà da sà laà gulatio à desà g esà deà laà li eà pa à lesà o st olsà e og es,à ilà

pou aità t eài pli u àda sàlaà ep essio àdeà esàg esàpa àlesà ua tit sà asalesàd o st ols.à

Laàsu e p essio àdeà‘IP àe t ai eàu eàsu e p essio àdesàg esàdeà laà li e.àCesàeffetsà

se aie tà ela sàpa àu eà oieàdeàsig alisatio àaut eà ueà elleàdesào st olsàe dog es/LX‘. 

 

IV. Co lusio s  

Le se leàdeà osà sultatsà o t e tà ueà‘IP àestài pli u àda sàlaà li isatio àduà

s st eà e eu àp iph i ueàduàpoisso àz e.à“o ài alidatio ài hi eàl e p essio àdesàg esà

deà laà li eàpa à lesà ellulesàdeà“ h a ,à sa sàalt e à leà o eàdeà ellulesàdeà“ h a ,à

a outissa tà à laà fo atio à d u eà gai eà deà li eà oi sà o pa te.à Da sà lesà ellulesà deà

“ h a àdeàsou is,àl i alidatio àdeà‘IP àalt eàaussiàl e p essio àg esàdeàlaà li e,à aisà

da sàu àse sài e seà à eluiào se à hezàleàpoisso àz e. 

Nousàde o sà ai te a tà ide tifie à laàouà lesà oiesàdeàsigalisatio à i te agissa tàa e à

‘IP àda sàlaà gulatio àdeàlaà li isatio .  
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Avant-propos 

AhR est un facteur de transcription appartenant à la famille des protéines à domaine 

Pá“à Pe /á‘NT/“IM .àCesàde i esàso tà i pli u esàda sàlaàpe eptio àdeàl e i o e e tà

(lumière, oxygène) et dans les réponses cellulaires en découlant (rythme circadien, régulation 

deàl h po ie . 

Depuis sa découverte dans les années 70, AhR est surtout connu pour être le récepteur 

aux polluants environnementaux dont les plus connus sont les dioxi es.àáà l heu eàa tuelle,à

t sàpeuàdeàliga dsàe dog esào tà t àasso i sàauàáh‘à d i sàduàt ptopha e,àFIC),à KC… . 

L i pli atio à p op eà duà áh‘à da sà laà li isatio à està i o ue.à Lesà seulesà tudesà

publiées à ce jour ont été réalisées en présence de la TCDD. En 2010, Fernandez et al ont 

montré que la descendance de rattes traitées par 0.7 µg/Kg de TCDD (per os) présentait un 

défaut dans la différentiation oligodendrocytaire. Le cervelet de ces rats présentait une 

aug e tatio à deà laà populatio à d OPCsà PDGF‘a+) et une diminution du nombre 

d oligode d o tesà li isa tsà MBP+ .àDa sàleà“NP,àl i je tio  intra-péritonéal de TCDD (8.8 

µg/kg) provoque une altération très marquée des gaines de myéline et une souffrance 

a o ale.à Laà VCNà deà esà atsà s e à t ou eà di i u eà G helà età alà .à D aut esà tudesà

épidemiologiques réalisées suite à des contaminations humaines par les ligands du AhR 

ou ie sà d usi esà d e g ais,à huileà deà izà o ta i eà pa à lesà PCBs ou accident de Seveso) 

indiquent également des signes cliniques ou subcliniques de polyneuropathies périphériques. 

D u àpoi tàdeà ueà olutif,àáh‘àestàu eàp ot i eàa ie e.àElleàestàe p i eà hezàlesà

invertébrés (et les cnidaires). Mais contrairement à celui des vertébrés, le AhR des invertébrés 

est incapable de lier des ligands exogènes (on ne lui connait cependant toujours pas de ligands 
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endogènes). Les études réalisées chez la drosophile et le nématode ont montré son 

i po ta eàph siologi ue,à ota e tàda sàl a o isatio àde d iti ueàdesà eu o esàse sitifsà

du SNP de la drosophile et des motoneurones (RME) du nématode. 

Nos objectifs étaient les suivant : 

Le rôle endogène du AhR dans le système nerveux est mal connu. Les résultats publiés 

sont souvent extrapolés à partir d u eà i to i atio àpa à laàdio i eà uiàpou aitàdétourner le 

áh‘àdeàsaàfo tio àp op eàe à e plaça tàso à ses àliga d s àe dog e s .àE àd aut esàte es,à

l i ageà ueà ousà a o sà a tuelle e tà duà ôleà duà áh‘à se aità e o e : elle ressemblerait à 

l tudeàdeàlaàfo tio àetàduà a is eàd a tio àduà epteur aux oestrogènes activé par un 

xénoestrogène comme le DDT ou le distilbène (diéthylstilbestrol). Très peu de données sont 

disponibles en ce qui concerne le rôle du AhR dans le nerf et la cellule de Schwann. 

Les buts de notre étude sont de savoir si : 

1. Le AhR est-il exprimé dans le nerf ? 

2. Quel est son rôle endogène dans la myélinisation in vivo et in vitro ? 

3. Par quel mécanisme régule-t-il les gènes de la myéline ? 

4. Quelàestàl i pa tàdeàlaàDio i eàsu àlaà li isatio  ?  
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Abstract 

 

The Aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-activated transcription factor known to 

interact with environmental pollutant like dioxins, PCBs (polychlorobiphenyls) to 

mediate their toxic and carcinogenic effect. However, its detoxifying activity is posterior 

to the apparition of the gene. Recent studies in Caenorhabditis elegans and Drosophila 

melanogaster show that the orthologs of the AhR are expressed exclusively in certain 

types of neurons and are implicated in the development and the homeostasis of the 

central and peripheral nervous system. While physiological roles of the AhR were 

demonstrated in the mammalian heart, liver and in gametogenesis, its functions in 

nervous system and especially in the nerve remain elusive. Here, we report that the 

constitutive absence of the AhR in adult mice (AhR-/-) leads to defect in locomotion 

behaviors. We studied the impact of this invalidation on the myelin of the sciatic nerve. 

We observed a severe demyelinating phenotype (disorganized and thinner myelin 

sheaths) and deregulation of myelin genes expression. Moreover, we demonstrated a 

cross-talk between AhR and Wnt/-catenin pathways. Our data reveal new endogenous 

role of AhR in regulation of myelination process. 
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Introduction 

The myelination of axons is a complex process carried out by Schwann cells in 

the peripheral nervous system (PNS) (Garbay et al., 2000). Peripheral myelin genes 

Myelin Protein Zero (MPZ) and Peripheral Myelin Protein-22 (PMP22) expression is 

tightly regulated in Schwann cells (Niemann et al., 2006). A slight change in PMP22 or 

MPZ expression has a deep impact on the development and preservation of nerve fibers 

and their myelin sheaths, as observed in Charcot-Marie-Tooth disease (Roa et al., 1996a) 

(Roa et al., 1996b). Few cellular signals are known to directly regulate the myelin genes 

expression. Neuregulin 1, Krox20, Akt pathway (Jessen and Mirsky, 2005a), steroid 

hormones (Désarnaud et al., 2000) and the canonical Wnt/-catenin signaling pathway 

(Tawk et al., 2011) are positive regulators of myelin gene expression and myelogenesis.  

Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR) was extensively studied for its activation by 

environmental pollutants, dioxins. AhR, a cytosolic ligand-activated transcription factor, 

belongs to the member of bHLH/PAS family of heterodimeric transcriptional regulators. 

The activation of AhR by dioxin provokes its heterodimerisation with ARNT (HIF1ß), their 

binding to the promoter regions of the target genes i.e. Cytochrome A  cyp A … . 
Consequently, AhR increases the transactivation of the target promoters (Guyot et al., 

2013).  

Animal and human data suggested that AhR is involved in various signaling 

pathways critical for cell homeostasis and physiology, like cell proliferation and 

differentiation, gene regulation, cell migration and inflammation. Dysregulation of these 

physiological processes is known to contribute to events such as tumor initiation, 

promotion and progression (e.g. hepatocarcinoma…  (Feng et al., 2013).  

Although the role of AhR in tumoregenesis via dioxin activation is well documented, the 
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endogenous role of AhR remains poorly explored, especially in the nervous system. For 

example, there are sparse and contradictory epidemiologic data on human after the 

accident of Seveso in Italy (1976) where dioxin (TCDD) contaminated its inhabitants. 

While Filippini showed in 1981 that 22% of the Seveso residents have peripheral 

polyneuropathies a year after the contamination by dioxin (Filippini et al., 1981), these 

data were contradicted by a retrospective study led in 1989 by Asasenatto et al 

(Assennato et al., 1989). 

Therefore, we asked the question about the endogenous role of AhR in peripheral 

nerve myelination. Here, we report a major role of AhR in myelination process and myelin 

gene expression. We show that AhR is expressed in Schwann cells and in sciatic nerves. 

Furthermore, AhR-/- knockout mice exhibit thinner myelin sheaths around their axons. 

We also highlight a cross-talk between AhR and Wnt pathways. Our results show, for the 

first time, the implication of AhR in myelination process. 
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Materials and Methods 

Animals 

Seven days, eight and twenty weeks old male mice (C57BL/6j:RJ) were purchased 

from Janvier (France). AhR knock-out mice are a gift from Pr Alvaro Puga (Cincinnati, 

USA). AhR-/- mice and their wild-type controls were maintained on a mixed strain 

background (C57BL/6j:RJ) and housed in a temperature-controlled room with a 12 hours 

light/dark cycle. All experiments were performed on age-matched male mice. Adults 

animals were fed ad libitum with water and Global-diet® 2016S from Harlan (Gannat, 

France) containing 16% protein, 4% fat, 60% carbohydrates. To reduce the effect of 

stress, the elapsed time between the capture of a mouse and its sacrifice by decapitation 

was under 30 seconds. All aspects of animal care were approved by the Regional Ethic 

Committee (authorization CE2-04). 

Cell culture 

The mouse Schwann cell line MSC  was maintained in Dulbecco’s minimal 
essential medium (DMEM) supplemented with 10% decomplemented fetal calf serum 

(Hyclone-Perbio), 1% penicillin, 1% streptomycin (Gibco) and 1% Glutamine. All cultures 

were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2. 

Plasmids and chemicals 

P0-luc was graciously provided by Dr G Lemke (San Diego, USA), PMP22-luc by Dr P 

Patel (Houston, USA) and p1646 (Cyp1A1)-luc by Dr A. Puga (Cincinnati, USA). The siRNAs 

directed against AhR were purchased from Qiagen (Lafayette, CO). The AhR was targeted 

by four different separate siRNA recognizing four different regions of AhR transcript. The 

siRNA that we have used did not have any off-target effect. AhRR is a gift from Dr Yuichiro 
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Kanno (Chiba, Japan), B6AhR and D2AhR were generously provided by Dr A. Puga 

(Cincinnati, USA). TCDD was purchased from Sigma (France). 

Transient transfections 

MSC80 cells were transiently transfected using Effecten reagent (QIAGEN). One 

day prior to the transfection, MSC80 cells (1.5 x 105 cells/well for expression vector and 

2.5 x 105 cells/well for siRNA assay) were grown into 6-well plate and incubated in the 

DMEM culture medium containing 10% decomplemented fetal calf serum. The MPZ-Luc 

or the PMP22-luc plasmid (0.2 µg for expression vector and 0.4 µg for siRNA assay), the 

pCMV-Galactosidase expression vector (0.1 µg), The AhRR, B6AhR, D2 AhR expression 

vector, and siRNAs at the concentrations indicated in the figure legends were mixed with 

a solution containing Effecten reagents (0.85 mg/ml) in DMEM. The mixture was then 

added to the cells and incubated overnight. Sixteen hours after transfection, the medium 

was replaced by DMEM containing or not TCDD (50 nM). Luciferase activity was 

determined using the enzymatic method described in Massaad et al (Massaad et al., 2000). 

The -galactosidase activity was used to normalize the transfection efficiency. 

Quantitative and semi quantitative RT-PCR experiments 

Total RNA from cultured MSC80 was obtained using TRIzol® Reagent (Invitrogen, 

France). One µg was reverse transcribed with random primers from Promega 

(Charbonnières, France) and reverse transcriptase M-MLV-RT from Invitrogen (Cergy 

Pontoise, France). 

Quantitative real time PCR was performed with standard protocols using 

SYBR®Green ROX Mix (ABgene, France) as a fluorescent detection dye in ABI PRISM® 

7000 in a final volume of 10 µl which also contains 300 nM primers (Operon, Cologne, 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/15596026
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Germany) and 20 ng of reverse transcribed RNA in 384-well plates. To characterize the 

generated amplicons and to control the contamination by unspecific by-products, a 

melting curve analysis was applied. Each reaction was performed in triplicate and the 

mean of at least three independent experiments was calculated. All results were 

normalized to the 26S mRNA level and calculated using the Delta Ct method. The primer 

sequences used in real time PCR are listed below:  

P  F: ’GTCAAGTCCCCCAGTAGAA ’ 
P  R: ’AGGAGCAAGAGGAAAGCAC ’ 
PMP  F: ’AATGGACACACGACTGATC ’ 
PMP  R: ’CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG ’ 
AhR F : ’GCCTTGGTCTTCTATGCTCT ’ 
AhR R: ’GCTTTGTGCTGGTTGTCAC ’ 
DVL  F: ’GGCTTGTGTCGTCAGATACC ’ 
DVL  R: ’TTTCATGGCTGCTGGATAC ’ 

Axin  F: ’CCGATGAGGATGATTCCACC ’ 
Axin  R: ’TGAGGCACTGCTCTGTTCTG ’ 
beta-catenin F: ’GCCACAGGATTACAAGAAGC ’ 
beta-catenin R: ’CCACCAGAGTGAAAAGAACG ’ 
LRP  F: ’ACAGACACTGGCACGGATCG ’ 
LRP  R: ’GTTTGGCCAACCAAGGGAAG ’ 

S F ’AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAA ’ 
S R ’GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG ’ 

Antibodies 

Primary antibodies against MPZ (rabbit polyclonal) and PMP22 (rabbit polyclonal) 

were purchased from respectively Abcam and Sigma, beta-catenin (mouse monoclonal) 

from BD Biosciences, a-tubulin (mouse monoclonal) from Sigma and AhR (mouse 

monoclonal) from Abcam for immunohistochemistry and from Enzo life science for 

western blot. Secondary antibodies used for western blotting were: HRP-conjugated goat 

anti-mouse IgG and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Upstate). Secondary antibodies 

used for immunohistochemistry were Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (Molecular 
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Probes) and Cy3-conjugated AffiniPure Donkey anti-Rabbit IgG (Jackson 

ImmunoResearch). 

Western Blot 

Protein content was determined using the DC  protein assay kit BioRad  with 
BSA as standard. Aliquots of 20 µg of total MSC80 or nerve extracts were used for each 

sample. Homogenate proteins were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels by 

electrophoresis and blotted onto PVDF (polyvinylidene difluoride) membranes. Non-

specific binding sites in the transblots were blocked at 4°C overnight with 5% BSA with 

0.1% Tween 20 (Invitrogen) in TBS. Membranes were then incubated at room 

temperature for 2 hours with the following primary antibodies diluted in a mixture of 5% 

BSA and TBS-Tween 0.1%: MPZ antibody (1/750), PMP22 antibody (1/750), beta-catenin 

antibody (1/1 000), AhR (1/1000) and -tubulin antibody (1/10 000). They were then 

incubated at room temperature for 1h30 with the appropriate secondary antibody diluted 

in 5% BSA and TBS-Tween 0.1% (anti-rabbit: 1:20 000; anti-mouse: 1:20 000), followed 

by ECL Plus western blotting detection (Amersham) before exposure to ImageQuant 

LAS4000 (GE Healthcare). Western Blots were quantified by means of Image J Software. 

Oxysterols quantification by GC/MS 

MSC80 cells (40 x 106 cells) and their corresponding media were extracted 

separately with 10 volumes MeOH/CHCl3 (1/1 v/v). Thirty ng of 2H10-24S-OH cholesterol, 

as internal standard, and 50 µg of butylated hydroxytoluene (BHT) were added into 

extracts for oxysterols quantification and for avoiding cholesterol autoxidation processes, 

respectively.  
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Cholesterol was separated from oxysterols by solid-phase extraction. Samples 

were applied in CH3CN/Isopropanol (1/1 v/v) to a 500 mg C18 cartridge (International 

Sorbent Technology, Mid Glamorgan, UK) and oxysterols were eluted with 12 ml 

CH3CN/Isopropanol/H2O (55/25/25 v/v/v). This fraction was further purified by means 

of a second solid-phase extraction with a recycling procedure (P. Liere et al., 2004). 

The oxysterol fraction was filtered through a 0.45 µm Gelman PVDF membrane and 

was purified by high performance liquid chromatography (Thermofisher Scientific, San Jose, 

CA, USA) and collected with a fraction collector (Gilson). HPLC was achieved with a 

Lichrosorb Diol column as described (P. Liere et al., 2000). The oxysterols-containing fraction 

from HPLC was derivatized with N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) to 

form the di-trimethylsilyl ether derivatives of oxysterols. 

Derivatized cells and media extracts as well as derivatized calibration solutions 

were injected with an AS 2000 autosampler (Thermo Electron Corporation, San Jose, USA) 

into the GC/MS system which consisted of a TraceGC gas chromatograph coupled with an 

Automass Solo mass spectrometer. 

GC was performed in the splitless mode with a BPX5 capillary column (SGE, 

Australia). The temperature in the oven was initially 50°C for 1 min and then ramped to 

340°C at 20°C/min. 

The mass spectrometer was operated in the electronic impact mode. Identification 

of each oxysterol was supported by its retention time and two diagnostic ions in the single 

ion monitoring (SIM) mode. Quantification was performed according to the major 

diagnostic ion.  
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Transmission electron microscopy 

 Sciatic nerves were dissected and immersed in 4% paraformaldehyde, 2.5% 

glutaraldehyde, and 0.1 m phosphate buffer, pH 7.4 fixative solution at 4°C overnight, 

washed in phosphate buffer, postfixed in 2% osmium tetroxide, dehydrated in graded 

ethanol series, and embedded in epoxy resin. Ultrathin sections (50–90 nm) were cut on 

an ultramicrotome (8800 Ultrotome III, LKB Bromma) and collected on 300-mesh nickel 

grids. Staining was performed on drops of 4% aqueous uranyl acetate, followed by Reynolds’s lead citrate Reynolds J Cell Bio . -212. 1963). Ultrastructural analyses 

were performed in a JEOL jem-1011 electron microscope and digitalized with 

DigitalMicrograph software. electron microscope. Image acquisition was performed on 

the Cochin Imaging Facility. Electron microscopy images were used for calculating the g-

ratio and axon perimeter using NIH ImageJ software. At least 100 randomly selected 

axons were analyzed per animal. At least three animals were used per genotype. Healthy 

axons were defined on the basis of the presence of intact membranes and the normal 

complement of organelles. 

Immunohistochemestry 

Sciatic nerves were dissected and immersed in 4% paraformaldehyde and 

embedded in paraffin. Sections (7 µm) were cut, rehydrated and epitopes demasked in 3 

times 5 minutes boiling pH 2 citric acid. Non-specific binding sites were blocked with BSA 

10% in TBS 1%. Sections were then incubated at 4°C overnight with the following primary 

antibodies diluted in a mixture of 10% BSA and TBS 1%: P0 antibody (1/500), AhR 

antibody (1/400. They were then incubated at room temperature for 1h30 with the 

appropriate secondary antibody diluted in 10% BSA and TBS 1% Alexa Fluor 488 donkey 

anti-mouse (1/400) and Cy3-conjugated AffiniPure Donkey anti-Rabbit (1/500). Nuclei 
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were stained with Hoechst 33342 (Pierce Biotechnology). Sections were imaged using a 

confocal microscope (LSM510; Carl Zeiss) with a 63× (NA 1.2) lens, and sequential 

excitation was performed with laser lines 488 nm (Ar.ion laser), 543 nm (HeNe laser), and 

633 nm (HeNe laser). 

Behavioral tests: locomotors analyses. 

Open-field Test: spontaneous locomotion 

AhR-/- (n=11) and WT (n=6 ) 10 weeks old male mice were tested in open-field. Set-up 

consisted in a 30cm3 cube with transparent walls. The arena was surrounded by 8 

synchronized CCD cameras (Point Grey Research, GRAS-03K2M) captured 10Hz 

sequences of images while the mouse explored the open field. Mice were placed at the 

center of the arena and left completely unperturbed for 10 minutes. The 3D trajectory of 

the center of volume of the mouse was recovered using a multiple view optical system. 

The images were electronically synchronized at the frame level using a trigger signal and 

a time stamp. For each camera, a calibration procedure provided the geometric projection 

from a 3D reference frame to the 2D image plane using a pinhole model. The 3D reference 

frame was oriented so that the XY-plan corresponds to the ground plan (Z=0) and the Z-

axis to the up vertical axis. For each image, a background subtraction technique isolated 

the 2D silhouette of the mouse. The centroid of the silhouette provided a 2D cue of the 

center of mass of the mouse. Following calibration of the cameras, the 2D centroids of 

each frame were triangulated using a DLT technique to compute the 3D trajectory of the 

center of volume. A ground occupancy grid was computed as a 2D histogram of planar 

coordinates with 6x6, 5cm wide square cells. The third vertical coordinate was used to 

count the number of rearing. 

http://www.jneurosci.org/cgi/redirect-inline?ad=Carl%20Zeiss
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Treadmill test: forced locomotion 

Treadmill tests were assessed in 8 weeks old male AhR-/- (n=5) and their control 

littermates (n=5). Mice were acclimated to the testing room 24 hours before each test. All 

experiments were performed in a sound attenuated room under controlled illumination 

(150 lux). Rod and treadmill experiments were recorded with high-speed cameras (250 

frames/s) with resolution of 1040 x 1024 pixels. The animals were filmed in lateral view.  

The forced locomotion of the mice was investigated using a commercial motorized 

treadmill (Columbus Instruments International, Columbus U.S.A), in a corridor made of 

transparency films 28 cm long and 5 cm wide. The speed of the treadmill was controlled 

by a tachymeter. After an habituation session treadmill’s speed cm/s , mice were tested 

at a speed of 10 cm/s and 16cm/s the next day. 

Off-line analysis was performed using the software Video Spot Tracker v08.01. We 

measured the stride time (ie the time lag between two successive touchdowns of the same 

foot). This kinematic parameter was always measured on the left backward limb. 

Sequences consisting of typically 3 homogeneous strides (sequences in which the 

mice stayed in the same position relative to the camera) were retained for the analysis.  

Rod test- Static paradigm 

Rod tests were performed on the same animals as treadmill test during a different session. 

The set up consisted of a rod of 9.5 mm diameter and 5 cm length. After a period of 

habituation, animals were securely put on the rod. The ability of the animal to remain on 

the rod without falling was investigated for a maximum period of 100 seconds. 

Rod test- Dynamic paradigm 
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The set up consisted of a rod of 9.5 mm diameter and 70cm length. At one end of the rod 

we put a shaded platform. First, the mice were adapted to the set-up and to the platform. 

Then, the animals were securely put at the end the rod opposite to the safe platform. Once 

the mice had succeeded in reaching several times the platform with the help of the 

investigator the test was recorded. We monitored the ability to reach the platform, time 

to reach the platform, and counted the number of times the mice slipped on the rod 

without falling (faults). 

Rotarod Test: forced paradigm 

Balance and motor coordination was tested using a motorized rotarod LE8200 apparatus 

(Bioseb, France). The rotarod test was performed, placing 10 weeks old mice on a rotating 

treadmill drum (3 cm diameter) and measuring the latency to fall of the mice during the 

first 5 min/300s of the trial. The average time to fall for each trial was measured. We 

performed a fixed speed Rotarod assays at 14 rpm. One trial by day during five days was 

performed. All animals (n = 10 for wild type mice, and n = 5 for AhR-/- mice) received two 

adaptation sessions.  

Statistical analysis 

 Unless otherwise specified, means of treatment groups were compared with one-

way analysis of variance (ANOVA). When the ANOVA showed that there were significant differences between the groups, Tukey’s test was used to identify the sources of these differences. A P value of ≤ 0.05 was considered statistically significant. Two groups 

comparisons were performed by the Student test.  
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Results 

1. AhR is expressed in Schwann cells 

First, we wanted to assess the expression of AhR in Schwann cells. We performed 

immunohistochemistry experiments on Sciatic nerve of adult mice, and found that AhR 

expression is perinuclear whithin Schwann cells (Fig. 1A). We confirmed by Western blot 

the expression of AhR in wild-type sciatic nerve while it was, as expected, absent in AhR-

KO nerve (Fig. 1B). AhR is also expressed in cultured Schwann cell line (MSC80 cells) as 

revealed by WB (Fig. 1C) and was localized mainly in the nucleus as well as in the 

cytoplasm (Fig. 1D). Incubation of MSC80 cells with TCDD (50nM) provoked the 

translocation of AhR into the nucleus (Fig. 1D). Thus, AhR is present in Schwann cells 

where it could exert a physiological effect. 



152 

 

 

Figure 1 : Expression and localization of AhR in sciatic nerve and in Schwann cells. A, spatial expression 

patterns of AhR in the sciatic nerve sections of adult mice. Myelin sheaths were stained with anti-P0 antibody 

(in red), AhR was localized with monoclonal antibody (in green) and nuclei were stained with Hoechst (blue). 

Pictures were taken using a confocal microscope. This experiment was repeated at least three times, and a 

typical experiment is presented here. The images shown represent 1 μm of confocal Z sectioning. Scale bars, 10 

μm. B, Total proteins were extracted from sciatic nerves of WT mice or AhR-/- (8 weeks old) or, C, from MSC80 

cell line. Western blot experiments were performed with antibody against AhR and we used -tubulin as 

positive control. This experiment was repeated at least four times, and a typical experiment is presented here. 

D, Immunocytochemistry experiments were performed with MSC80 cells. AhR localization is highlighted in red, 

nuclei were stained with TO-PRO-3 (blue). Scare bars, 10 μm. 
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2. AhR knock-out alters locomotor behavior  

A. Locomotion during open-field task 

The spontaneous locomotor activity of mice was assessed using the open field test. 

Examples of locomotion of the different groups of mice are presented on figure 2A. WT 

mice explore both the boundary and the center of the field, while AhR -/- mice remain on 

the corners, navigate preferentially on the perimeter and rarely explore the center of the 

field. In addition, locomotion is also diminished in AhR -/- mice, as revealed by a decrease 

in the average speed and total distance travelled compared to the WT (p<0.001). Finally, 

the number of rearing events (vertical exploratory activity) of the AhR-/- mice is also 

decreased by 75%, (meanSEM: 15.17 ± 5.167 rearing for AhR-/- vs 62.20 ± 9.769 rearing 

for WT mice; p<0.01). 

B. Gait parameter with treadmill test 

We measured WT and AhR-/- mice stride time using a motorized treadmill (Fig. 

2C). No significant difference was observed with treadmill speed at 10 cm/s (mean±SEM 

: WT=0.26 ± 0.01 s vs AhR-/-= 0.291 ± 0.015 s). However, when treadmill speed was 

increased at 16 cm/s, AhR-/- mice showed slower stride than WT (mean±SEM WT=0.213 

± 0.005 s vs AhR-/-= 0.243 ± 0.006 s; p<0.001). In addition, AhR-/- mutant mice were not 

able to maintain the rhythm and therefore could not be tested at higher speeds. 
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Figure 2 : AhR-/- mice harbor defect in locomotion. A, Open field task. 10 weeks old WT and AhR-/- mice 

were placed in an open field. The 3D trajectory using a center of the body volume of the mice was recovered 

using a multiple view optical system. A representative trajectory and time of occupancy (seconds) of WT and 

AhR-/- mice is shown in first and second upper panels. Average speed (cm/s), walking distance and number of 

rearing were also determined (n=6 at least). B, Gait parameter. 8 weeks old WT and AhR-/- mice were placed 

to a treadmill running at 10 cm/s and 16 cm/s. Stride time of at least 3 homogenous strides were measured for 

each animal and for both speed. . **p<.001, ***p<.000  by Student’s t test when compared with control (WT). 

 

 

 

C. Rod test 
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When placed on a round tight horizontal bar (diameter 0.95 cm), all wild-type mice 

could balance and support their weight. The test was then stopped after 100 seconds. In 

contrast, AhR-/- mice were unable to stay on the bar and dropped rapidly after 38.20 ± 

15.55 s  (p<0.01 compared to WT)(Fig. 3A).  

Then, motor performance was evaluated using a cross rod test. The AhR-/- mice 

exhibited a higher slip score while crossing the 70 cm long rod (mean±SEM: AhR-/- 5.80 

± 1.46 vs WT 2.00 ± 0.31; p<0.05) (Fig. 3B3). The AhR-/- mice were also 3 times slower 

when crossing the rod compared to the WT mice (mean±SEM: AhR-/- 2.03 ± 0.48 cm/s vs 

WT 6.11 ± 1.19 cm/s; p<0.05) (Fig. 3B2). 

D. Impaired postural control and coordination in AhR-/-mice 

To investigate the posturalcontrol and coordination, the rotarod test was used (Fig. 

3C). Mice were trained to stand on a rotating bar over a 5 days period at a constant 

velocity of 14 rounds per minute (rpm) (fixed speed rotarod protocol).  

Tested with fixed speed rotarod protocol (Figure 3), the WT mice significantly 

improved their performance after several training days (F(4,45)=6.046, p<0.001), 

indicating that the mice improved their motor coordination in order to stand on the bar. 

To the opposite, the time latency of AhR -/- mice remained constant. For example, AhR-/- 

mice were able to stay on the rotating bar only 14.2 ± 4.15 seconds on day 5 (compared 

with 207.3 ± 38.30 seconds for WT mice). The ability of mice to stand on the rod was 

significantly different between both genotypes (WT=117.8 ± 15.5 s vs AhR-/- 16.4 ± 3.1 s 

; p<0.001). Our findings demonstrate that the AhR-/- have impaired postural control, 

coordination, and motor learning capacities. 
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Figure 3: AhR-/- mice harbor defect in locomotion in balance condition. Eight weeks-old WT and AhR-/- mice 

were placed on the rod to perform either static or dynamic rod tests. A, Static rod test: Measure of the time that WT 

and AhR-/- mice were able to stay without dropping on the rod. The test was stopped when mice succeed to stay 

100 seconds. B, Dynamic rod test. B1: Representative picture of the posture of the mice on the rod. The arrowhead 

indicates left backward limb. In this image AhR-/- mouse slipped. B2: The average speed to cross the rod was 

measured (cm/s). B3: The number of faults (slips) done by WT or AhR-/- was measured (n=5). *p<. 5, by Student’s 

t test when compared with control (WT). C, 10 weeks-old WT and AhR-/- mice were placed into a rotarod each day 

during five days. The time that mice could stay on the rotarod was measured each day. *p< . 5, ** p< .  Tukey’s 

post hoc tests after one-way ANOVA when compared with control for each day of the experiment. 
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3. The invalidation AhR modifies myelin structure 

As the locomotor behavior of AhR -/- animals was altered, we wondered if it is due 

to deficiency in myelin. The sciatic nerve of 8 weeks old male mice (WT or AhR -/-) were 

extracted and the structure of the myelin sheaths was analyzed by electron microscopy 

and digital imaging of ultra-thin (50-90 nm) cross sections. As depicted in figure 4A, we 

observed a dramatic disorganization of myelin structures in AhR -/- animals compared to 

WT. Several inclusions of myelin sheaths were detected, and several interstitial voids 

were also seen between myelin enwrapments. Moreover in AhR knockout mice, the 

thickness of myelin sheaths was reduced. In WT mice, the average g-ratio was 0.6899  

0.0044 while it was 0.7241  0.0048 in KO mice. (Fig.4B). By plotting the g-ratios of sciatic 

nerve fibers from AhR KO and wild-type animals as a function of their respective axonal 

diameters we showed that the myelin defects affect all axon calibers (Fig. 4C). We also 

analyzed the axonal perimeter in either WT or AhR -/- mice and found that the axonal 

perimeter was increased in AhR-/- mice (12.5 0.4 µm for AhR-/- mice vs 10.52  0.31 µm 

for WT) (Fig. 4D). Finally, the number of myelinated axons did not differ when we 

compared WT to AhR -/- mice (Fig. 4E).  
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Figure 4: Incidence of AhR KO on myelin structure in vivo in adulte mice. A, Ultrathin (50 –90 nm) cross-

sections were prepared from Epon embedded adult sciatic nerves. Abnormal myelin structure, heterogeneity 

and reduced thickness of myelin sheaths are apparent in AhR-/- mice when compared with WT. Scale bar, 2µm. 

B, Myelin thickness was estimated by g-ratio determination using electronic microscopy pictures obtained from 

adult sciatic nerves with no severe myelin structure abnormality. Myelin thickness is altered in AhR-/- mice 

(n=4). C, Axonal perimeter was measured. AhR-/- mice have bigger axon than WT mice. D, g-ratios were plotted 

against axonal diameters. The reduction in myelin thickness in AhR-/- mice when compared with WT was 

observed for all types of axon calibers. Blue line, linear regression curve for WT animals; red line, linear 

regression curve for AhR-/- mice. E, Quantification of the number of myeliniated axons in 482 µm2 area. No 

difference was observed between WT and AhR-/- mice. Data are given as means+/-SEM. ***p_0.001 by 

Student’s t test when compared with control WT . 
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We also analyzed the structure of the sciatic nerve extracted from 7-days old mice 

(Fig. 5). Here, we observed a mild disorganization of myelin sheaths that was less 

predominant than in 8-weeks old mice (Fig. 5A). The g-ratio was not different when we 

compared WT to AhR-/- mice (Fig. 5B). Nevertheless, the number of myelinated axons 

were fewer in AhR-/- compared to wild-type animals (28.881.18 (WT) vs 20.88 1.23 

(AhR -/-) (Fig. 5C). In P7 AhR -/- mice we also observed greater axonal perimeter than in 

WT mice (AhR-/- 6.420.13 µm vs WT 5.750.08 µm) (Fig. 5D).  

These data show that the absence of AhR expression alters peripheral myelin 

structure in vivo.  

 

Figure 5: Incidence of AhR KO on myelin structure in P7 animals. A, Ultrathin (50 –90 nm) cross-sections 

were prepared from Epon embedded P7 sciatic nerves. Abnormal myelin structure, heterogeneity and reduced 

thickness of myelin sheaths is apparent in AhR-/- mice when compared with WT. Scale bar, 2µm. B, Myelin 

thickness was estimated by g-ratio determination using electronic microscopy pictures obtained from P7 

sciatic nerves with no severe myelin structure abnormality. Myelin thickness is not altered in AhR-/- mice. Five 

animals per genotype were used. C, Axonal perimeter was measured. AhR-/- mice have larger axon than WT 

mice. E, Quantification of the number of myelinated axons in 481.4 µm2 area. AhR-/- mice have fewer 

myelinated axon than WT. ***p< .  by Student’s t test when compared with control (WT). 
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4. AhR knock out alters myelin gene expression 

Afterwards, we assayed the expression of myelin genes in AhR -/- animals. 

Proteins were extracted from the sciatic nerves of either WT or AhR -/- mice (7-days-old 

(Fig. 6A), 8-weeks-old (Fig. 6B), and 20-weeks-old male mice (Fig. 6C)) and processed for 

western-blot experiments. In 7-days-old AhR KO mice, we observed a significant decrease 

of P0 (-40%) and PMP22 protein expression (Fig. 6A). Whilst in adult animals (8-weeks 

and 20-weeks-old mice), P0 and PMP22 expression were increased (Fig. 6B and C). It is 

noteworthy that the KO of AhR provoked a greater augmentation of P0 and PMP22 

expression in the sciatic nerve of 8 weeks old than in 20 weeks old animals (for P0 4-folds 

increase in 8 weeks-old vs 2-folds increase for 20-weeks-old; for PMP22 3-folds increase 

in 8 weeks-old vs 1.5-folds increase for 20-weeks-old). This increase in myelin protein 

expression could explain in part the severe phenotype of AhR -/- animals. 
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Figure 6. Expression of myelin genes AhR KO mice. 7 days-old (A), Eight-weeks-old (B) and twenty- week-

sold (C) male WT or AhR-/- mice were scarified, and then their sciatic nerves were dissected (at least n=3 per 

group). Proteins were extracted, and Western blots were performed using antibodies against P0, PMP22 or -

tubulin. Figures represent a typical experiment. Western blots quantification using Image J software. *p<.005, 

**p<.  by Student’s t test when compared with control (WT). 

 

5. Effect of the AhR inhibition on the expression of myelin genes in 

Schwann cells 

We addressed the question about the effect of the inhibition of AhR in Schwann cell 

line (MSC80 cells). We adopted two strategies: (i) the knock-down of AhR by siRNA, (ii) 

the overexpression of AhRR, the antagonist receptor of AhR.  

A. AhR Knock down alters myelin gene expression 

First, we transfected MSC80 cells with either a non-targeting siRNA (NT) or a 

siRNA specifically targeting AhR (siAhR). The efficacy of the knock-down was evaluated 

at the mRNA level by real-time PCR (65% extinction of AhR mRNA after 24h, and 50% 

inhibition after 48h) (Fig. 7A) and at the protein level (70% inhibition of AhR expression 

after 24h and 48h) (Fig. 7B). We also assessed the functional efficacy of the siRNA on an 

AhR target gene, cytochrome 1A1 (cyp1A1) using a Cyp1A1 reporter gene (Fig. 7C). As 

expected the silencing of AhR reduced drastically the expression cyp1A1 promoter 

activity (more than 80% inhibition at 24h and 48h). 
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Figure 7 : Effect of siRNA against AhR on myelin genes expression in MSC80 cells. MSC80 cells were 

transfected with siRNA directed against AhR (siAhR) or a non targeting siRNA (NT) during 24 h or 48h. A, Total 

RNA was extracted, and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers recognizing 

AhR. The RT-PCR was normalized using 26S RNA, and they represent the mean+-/SEM of at least eight 

independent experiments. B, Proteins were extracted, and Western blots were performed using antibodies 

against AhR and -tubulin (normalization of the Western blots). Figures represent a typical experiment. 

Western blots quantification was done using Image J software. The data represent the mean+/-SEM of eight 

independent experiments. C, MSC80 cells were transiently transfected CYP1A1-luc construct and with either 

siAhR or NT. 24 h or 48h after medium change, -galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results 

represent the means +/- SEM of at least six independent experiments performed in duplicate. MSC80cells were 

transfected with siRNA directed against AhR or siRNA control non targeting (NT) during 24 h and 48h. D, 

MSC80 cells were transiently transfected with MPZ–Luc PMP22–Luc constructs and with either siAhR or NT. 

24 h or 48h after, -galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results represent the means +/- SEM 

of at least six independent experiments performed in duplicate. E, Total RNA was extracted, and quantitative 

real-time PCR experiments were performed using primers recognizing MPZ, PMP22. The RT-PCR was 

normalized using 26S RNA, and they represent the mean+/- SEM of at least eight independent experiments. 

*p_0.05, ***p_ .  by Tukey’s post hoc tests after one-way ANOVA when compared with control. 
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We tested the effect of AhR knock-down on MPZ and PMP22 promoters (Fig. 7D). 

We transfected MPZ and PMP22 reporter plasmids in MSC80 cells, with either NT or 

siRNA against AhR. We observed a significant increase in P0 promoter activity after 48h 

of AhR knock-down (+50%). PMP22 promoter activity was enhanced after 24h (+40%), 

and kept augmented after 48h (+80%). We also quantified myelin genes transcripts after 

AhR silencing (Fig. 7E). While the down-regulation of AhR expression did not alter myelin 

gene expression at 24h, 48h of transfection with the siAhR increased P0 and PMP22 

transcripts by 50%. 

Taken together, the knock-down of AhR in mice or in Schwann cells led to 

increased myelin gene expression. 

B. Effect of the overexpression of AhR and AhRR on myelin gene expression 

 To confirm the endogenous effect of AhR on myelination, we overexpressed an 

endogenous inhibitor of AhR, called AhRR (Fig. 8). AhRR is able to replace AhR in the 

transcriptional complex to repress its activity. The overexpression of AhRR in MSC80 

repressed, as expected, cyp1A1 promoter activity (-60%) (Fig. 8A). Unexpectedly, P0 (Fig. 

8B) and PMP22 (Fig. 8C) promoters were inhibited by 30%. To the opposite, the 

overexpression of AhR increased by 4-folds the AhR target gene, cyp1A1 (Fig. 8D) by 1,5 

folds the transcriptional activities P0-luc (Fig. 8E), and by 2 folds PMP22 (Fig. 8F). 
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Figure 8 : Effect of AhRR and AhR overexpression on the expression of P0 and PMP22 in MSC80 cells. 

MSC80cells were transiently transfected with an empty plasmid (pcDNA3) or with plasmid that express AhRR 

and with CYP1A1-luc (A), MPZ–Luc (B), PMP22–Luc (C) constructs. 8h after medium change, -galactosidase 

and luciferase activities were analyzed. Results represent the means _ SEM of at least six independent 

experiments performed in duplicate. *p_0.05, **p<0.01, ***p_0.001 by Student’s t test when compared with 

control (Empty vector). MSC80 cells were transiently transfected with an empty plasmid (pcDNA3) or with 

plasmid that expresses AhR and with CYP1A1-luc (D), P0–Luc (E), or PMP22–Luc (F) constructs. 24h after 

medium change, -galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results represent the means+/-SEM 

of at least six independent experiments performed in duplicate. *p_0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Student’s t 

test when compared with control (Empty). 

 

C. How could we explain the discrepancy between the effect of siRNA against AhR 

and AhRR on myelin genes? 

 One of the possible mechanisms is that the absence of AhR in Schwann cells could 

be compensated by another signaling pathway. We previously showed that Wnt/-

catenin pathway enhances the expression of peripheral myelin genes (Tawk et al, 2011). 

Therefore, we addressed the question whether the silencing of AhR affects the expression 

of Wnt/-catenin pathway components. At 48h, but not at 24h after transfection of the 
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siAhR, we observed a significant increase in the expression levels of LRP6 (Fig. 9A), 

Disheveled 2 (Fig. 9B), Axin2 (Fig. 9C), -catenin (Fig. 9D). We also detected a 50% 

increase of the protein level of -catenin (Fig. 9E). Then, we assayed the functionality of 

the Wnt/-catenin pathway. We showed that SuperTOP Flash-Luciferase construct was 

activated by 60% 24h after transfection of siAhR, and by 2.5-folds after 48h of transfection 

of siAhR (Fig. 9F). Those observations could explain, at least in part, why the silencing of 

AhR activates myelin gene expression: AhR silencing activates Wnt pathway that could 

participate in myelin genes stimulation. Interestingly, the overexpression of AhRR did not 

affect Wnt/-catenin signaling pathway. As a matter of fact, SuperTOP-Flash promoter 

activity was not altered when AhRR was transfected (Fig. 9G). Therefore, the severe 

knock-down of AhR (by siRNA approach) would provoke a compensatory mechanism via 

the Wnt pathway that is not activated when AhRR is overexpressed. 
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Figure 9 : Effects of siAhR and AhRR on Wnt/-catenin components in MSC80 cells. MSC80cells were 

transfected with siRNA directed against AhR or siRNA control non-targeting (NT) during 24 h and 48h. Total 

RNA was extracted, and quantitative real-time PCR experiments were performed using primers recognizing 

LRP6(A), Dvl2 (B), Axin 2 (C) and -catenin (D). The RT-qPCR was normalized using 26S RNA, and they 

represent the mean+/-SEM of at least eight independent experiments. *p<0.05, **p< .  by Tukey’s post hoc 

tests after one-way ANOVA when compared with control (NT). E, After 48h of transfection of siAhR or NT, 

Proteins were extracted, and Western blots were performed using anti--catenin antibody to verify its 

expression in MSC80 cells. -tubulin was used to normalize the Western blots. Figures represent a typical 

experiment. Western blots were quantified using Image J software. ***p<.  by Student’s t test when 

compared with control (NT). F, MSC80 cells were transiently transfected with Super Topflash-luc and siRNA 

directed against AhR or siRNA control non-targeting (NT) during 24 h and 48h. -galactosidase and luciferase 

activities were analyzed. Results represent the means +/- SEM of at least six independent experiments 

performed in duplicate. G, MSC80cells were transiently transfected with an empty plasmid or with plasmid that 

express AhRR and with Super Topflash-luc. 8h after medium change, -galactosidase and luciferase activities 

were analyzed. Results represent the means +/- SEM of at least five independent experiments performed in 

duplicate. *p<0.05, **p< .  by Tukey’s post hoc tests after one-way ANOVA when compared with control. 
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5. Effect of TCDD. 

We assayed the effect of TCDD on myelin gene expression. TCDD is an 

environmental pollutant that acts as a ligand of AhR. TCDD (50nM) failed to regulate MPZ 

and PMP22 promoters (Fig. 10A and B). As a control for the efficacy of TCDD treatment, 

we used CYP1A1 reporter construct and showed that TCDD (50nM) activated by 3.5 folds 

CYP1A1 (Fig. 10C). 

 

Figure 10 : Effects of AhR activation by TCDD on the expression of MPZ and PMP22 in MSC80 cells . 

MSC80cells were transiently transfected with (A), MPZ–Luc (B), PMP22–Luc (C), CYP1A1-luc constructs. 24h 

after MSC80 cells were induced with vehicle nonane or with 50nM of TCDD. 24h later -galactosidase and 

luciferase activities were analyzed. Results represent the means _ SEM of at least five independent experiments 

performed in duplicate.***p<0.001 by Student’s t test when compared with control (Nonane). D, HEPG2 cells 

were transiently transfected with CYP1A1-luc construct. 24h after MSC80 cells were induced with vehicle 

nonane, 50nM of TCDD, Ethanol (EtOh), 7KC or TCDD (50nM) + 7KC. 24h later -galactosidase and luciferase 

activities were analyzed (n=2). 
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Usually, TCDD dramatically stimulates CYP1A1 (50-folds to 300-folds in HepG2 

cells, not shown) while we have a faint stimulation in MSC80 cells. This weak effect of 

TCDD on CYP1A1 and on myelin genes could be due to the presence of high amounts of 7-

ketocholesterol (7-KC), an endogenous modulator of AhR. We quantified by GC/MS the 

amount of 7-KC in MSC80 cells and found it at high concentration (200.4416.74 ng/40M 

cells). 24(S) cholesterol, which is a main oxysterol in the nervous system, is at 3.420.71 

ng/40M cells). To analyze if 7-KC is able to antagonize TCDD in MSC80 cells, we 

transfected CYP1A1 promoter and incubated the cells with TCDD with or withoiut 7-KC. 

Interestingly, 7-KC failed to modulate CYP1A1 promoter activity but antagonized TCDD 

effect. Thus, we think that the 7-ketocholestrol protects myelin genes from an exogenous 

TCDD modulation. 

 

  



169 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSION 

  



170 

 

Au cours du développement de la myéline dans le SNP, plusieurs facteurs de 

transcription ont été mis en évidence pour leur implication dans la survie, la prolifération et 

la différenciation des CS. Nous pouvons bien sûr citer en particulier, les neurégulines (NRG) et 

leurs récepteurs membranaires erbB qui en activant la voie PI3K/Akt, jouent un rôle important 

dans la survie cellulaire et le contrôle de la différenciation (Nave and Salzer, 2006). D aut esà

voies et facteurs de transcription sont impliqués dans les premières étapes de la myélinisation. 

Par exemple, Krox20 et Sox10 pe ette tàl i itiatio àdeàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà

P0 et PMP22. Notch, c-Jun et Sox2, au contraire empêchent cette expression (pour revue 

(Jessen and Mirsky, 2005b)). Il en est de même dans le SNC avec mTOR, RXR, Nkx2.2, Olig2, 

F … pou à e ueà (Boulanger and Messier, 2014)). La balance entre toutes ces voies est 

fo da e taleà a à l e p essio àdesàgènes de la myéline est finement régulée. En effet, une 

aug e tatio à deà l o d eà deà %à deà l e p essio à deà laà PMP , par exemple, provoque 

l appa itio àd u eàpathologieàg a e e tài alida te : la CMT1-A. Il est donc certain, que les 

gènes de la myéline sont sujets à des régulations négatives et positives qui les maintiennent à 

un niveau constant, excepté en cas de lésion. Dans notre travail, nous avons voulu identifier 

deà ou ellesà oiesà i pli u esà da sà leà o t ôleà deà l e p essio à desà g esà deà laà li eà

périphérique et centrale.  

Ceàt a ailàaàd ut àap sà ueàl o àaitào se à ueàleà e eau,àleà e fàs iati ueàai sià ueà

les oligodendrocytes et les CS o te aie tà desà ua tit sà le esà d o st ols.à Deà faço à

intéressante, ces mêmes tissus et cellules expriment les enzymes impliquées dans la synthèse 

de ces dérivés oxydés du cholestérol. Nous nous sommes alors naturellement interrogés sur 

leur importance dans les processus de myélinisation. 
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1- Rôle des oxystérols oxydés sur la chaine latérale dans le processus de myélinisation : 

1.1- Dans le système nerveux périphérique 

Les oxystérols oxydés sur la chaine carbonée latérale du cholestérol sont des ligands 

des récepteurs nucléaires LXR  et . Nous avons montré que ces oxystérols, en quantité 

basale, par un mécanisme autocrine/paracrine,àouàap sàajoutàe og e,à duise tàl e p essio à

des gènes de la myéline dans les CS. L i alidatio à desà deu à isofo esà du LXRs (LXRdKO) 

provoque une hypo li isatio à aus eàpa àu eàalt atio àdeàl e p essio àdesàg esàdeà laà

myéline.  

Environ à la même période, d aut esà uipesào tàpu li àdesà sultatsàconvergents. La 

gaine de myéline étant riche en cholestérol, ces équipes se sont penchées sur les 

conséque esàd u eàpe tu atio àdeàl ho ostasieàdeà eàde ie  dans la myélinisation. Ils ont 

diminué sa quantité en invalidant spécifiquement dans les CS, deux protéines importantes 

pour sa biosynthèse, la squalène synthase (SQS) (Saher et al., 2005) et la sterol regulatory 

element-binding protein cleavage action protein (SCAP) (Verheijen et al., 2009). Ces délétions 

provoquent une hypomyélinisation sévère et une expression anormale des gènes de la 

myéline périphérique. Chez les souris SQS-/-, la protéine P0 est piégée dans le réticulum 

endoplasmique et est donc plus adressée normalement à la membrane. Les souris SCAP-/- 

ont, quant à elles, une quantité de transcrits codant pour PMP22 très fortement réduite. Ces 

tudesà d o t e tà l i po ta eà duà holest olà da sà laà li isatio à età laà gulation des 

gènes de la myéline. Or, la principale fonction connue des oxystérols est de contrôler la 

quantité de cholestérol. Ils diminuent sa biosynthèse et son absorption, augmentent son 

élimination par les acides biliaires, son excrétion par les transporteurs ABC et sa conversion 

en AG. Nos résultats indiquent que le traitement des CS par les ox st olsàa oitàl e p essio à
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de ABCA1. Ceci pourrait augmenter le relargage du cholestérol en dehors de la cellule et ainsi 

di i ue àl e p essio àdesàg esàdeàlaà éline.  

Nousàa o sà o t à ueàlesào st olsài hi e tàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàP à

et PMP22. Les expériences de ChiP réalisées, nous indiquent que le traitement des CS par les 

oxystérols augmente la quantité de LXRs liés à leurs éléments de réponse, les LXRE, sur les 

promoteurs des gènes P0 et PMP22. Un mécanisme plus direct que celui de la régulation de 

la cholestérolémie par ABCA1, cité ci-dessus, semble également en jeu. Mais, ce mécanisme 

d a tio àestài dit.àE àeffet,àha ituelle e t,àe àl a sence de ligand, les récepteurs nucléaires 

interagissent avec des corépresseurs comme SMRT et N-Co‘à uiài a ti e tàl e p essio àdesà

gènes cibles. En revanche, quand les oxystérols se lient aux récepteurs nucléaires, il y a 

relargage des corépresseurs et recrutement de coactivateurs, permettant ainsi la transcription 

desàg esà i les.àCepe da t,àilàaàd j à t à o t à ueàl a ti atio àdesàLX‘sàpa àlesào st olsà

peutài hi e àlaàt a sa ti atio àdesàg esài pli u sàda sàl i fla atio .àE àeffet,àBlas hkeàetà

al. o tà o t à ueàleàLX‘àliga d àe e eàu àeffetà p esseu àsu àl e p essio àduàg eàC‘Pàda sà

les hépatocytes, et ceci grâce la stabilisation du co-répresseur N-CoR (Blaschke et al., 2006). 

Pou à te te à d e pli ue à eà a is eà i ha ituelà o se à da sà leà s st eà e eu à

périphérique, nous avons mené u eà p e i eà s ieà d e p ie es avec RIP140, un 

corégulateur capable de réprimer la transcription des gènes cibles quand le ligand se lie à son 

récepteur (Augereau et al., 2006b). Lesàe p ie esàd i alidatio  de RIP140 par des siARN 

dans les CS de souris montrent que RIP140 i te ie tàda sàl i hi itio à asaleàdesàg esàdeàlaà

li e,à aisà aàpasàd effetàsu àl i hi itio ài duiteàpa àlesào st rols. Cette inhibition basale 

peutàs e pli ue àpa àl a tio àdesào st olsàe dog esàouàpa àl i te e tio àd aut esàfacteurs 

de transcription. Mais nous discuterons de RIP140 plus longuement dans le chapitre 3.  
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Le LXR, pour son action,à s h terodimerise avec le RXR. Dans les CS, Latasa et al ont 

montré que l a ti atio àduà‘X‘àpa  l a ideà ti oï ueà ‘á ài duitàl e p essio àdeàP àetàMBPà

pa àl i te diai eàdeàK o  provoquant un stress réticulaire. A contrario,àl a ti atio àduà‘á‘à

par le RA di i ueà l e p ession de MAG. L e se leà deà esà a is esà a outit à une 

du tio àduà o eàdeà œudàdeà‘a ie àetà àu e hypomyélinisation du nerf sciatique (Latasa 

et al., 2010). Ainsi, les oxystérols pourraient, en partie, détourner l a ti it àduà‘X‘à e sàleàLX‘à

participant alors i di e te e tà àl i hi itio àdeàl e p ession des gènes de la myéline. 

Enfin, la voie des oxystérols par le biais LX‘àestà espo sa le,àda sàlesàC“,àdeàl i hi itio à

de la voie Wnt/- at i e.àCetteà oieàestà u ialeàpou àl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà

périphérique. Nous détaillerons ceci dans le chapitre 2.  

1.2- Dans le système nerveux central 

Depuis quelques années maintenant, nous découvrons le rôle prépondérant joué par 

les LXRs da sà leà“NC.à L i alidatio àdeà esà epteu sàp o o ueàu eàat ophieàa o ale,àdesà

anomalies dans la lamination du cortex (Fan et al., 2008), une astrogliose, une perte de 

neurones dopaminergiques du mésencéphale ventral (Sacchetti et al., 2009) ai sià u u eà

accumulation lipidique (Wang et al., 2002). 

Dans notre étude, nous avons montré que les LXRs sont également importants pour la 

myélinisation du cervelet. En effet, les souris LX‘dKOàp se te tàu eà du tio àdeàl paisseu à

de leur gaine de myéline. Ceci est corrélé à u eàdi i utio àdeàl e p essio àdeàMBPàetàdeàPLP.à

áà l i e se,à lesà sou isà a a tà t à t ait es par le ligand synthétique des LXRs, le T09, voient 

l e p essio à deà es mêmes gènes fortement stimulée.à L effetà duà T à està sa sà ulà douteà

dépendant du LXR car on ne retrouve pas cette augmentation chez les souris LXRdKO traitées. 

Ces résultats sont l i e seàdeà osào se atio sà alis es da sàleà“NP.àD ailleu s, les transcrits 
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codant pour P0 et PMP22 sont eux aussi diminués dans le cerveau des souris LXRdKO. Ceci 

laisse à penser que les LXRs gule tàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàdeàfaço à elluleàouà

duà oi sàtissuàsp ifi ue.àIlàse aitàd ailleu sàplusàjusteàdeàpa le àdeà gio-spécificité. En effet, 

contrairement à ce que nous avons observé dans le cervelet, ousà a o sàpasà o stat ,àda sà

la moelle épinière et dans le corps calleux des souris LXRdKO,àdeà a iatio àda sàl e p essio à

des gènes de la myéline età l ad i ist atio à deà T à eà p o o ueà pasà deà ha ge e ts 

significatifs dans les niveau àd e p essio àdeàMBPàetàdeàPLP (résultats non montrés). Comment 

expliquer cette spécificité régionale? Nous pouvons formuler quelques hypothèses. Tout 

d a o d,àles LXRs sont exprimés de façon bien plus importante dans le cervelet que dans la 

moelle épinière et le corps calleux (données NURSA). Nous avons également montré que 

l isoforme LXR(isoforme majoritaire du LXR dans le SNC)est fortement exprimée par les 

oligodendrocytes (Trousson et al., 2009) et que son expression se trouve même renforcée par 

leur différenciation (Nelissen et al., 2012).Le traitement par T09 des souris WT provoque une 

aug e tatio àd u àfa teu à àdesàt a s itsàáBCá àda sàleà e elet,àalo sà u elleà està ueà

d u àfa teu à àda sàlaà oelleà pi i eàetàd u àfa teu à àda sàleà o psà alleu  (résultats non 

montrés). 

Bien que les LXRs soient exprimés dans les oligodendrocytes, ils le sont aussi dans de 

nombreux autres types cellulaires. En effet, les neurones, la microglie et les astrocytes 

expriment ces récepteurs (résultats non montrés). Il est donc tout à fait envisageable que ces 

spécificités régionales soient également dues à un contexte et/ ou à un dialogue cellulaire 

différent. D ailleu s,àleàt aitement des oligodendrocytes par le 25OH provoque leur apoptose 

pa à u à a is eàd a tio à i d pe da tà desà LX‘s à (Trousson et al., 2009). Les premières 

observations réalisées sur des cultures primaires enrichies en oligodendrocytes semblent 
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o fi e à eà sultat.àLaàp se eàdesàast o tesàpou aitàdo à t eà i dispe sa leà à l effetà

promyélinisant des oxystérols dans le SNC. 

Nous nous sommes ensuite intéressés au potentiel thérapeutique du T09 et du 25OH. 

Sur des cultures organotypiques de cervelet démyélinisées par un traitement à la lysolecithine, 

l ajoutàde ces deux molécules augmente, par le biais des LXRs, leà o eàd a o esàde cellule 

de Purkinje remyélinisés. Les mécanismes de la remyélinsisation dans le SNC sont totalement 

différents de la régénération wallerienne du SNP. Dans le SNP, après lésion, les CS perdent 

leurs contacts axonaux afin de se dédifférencier, de se multiplier, de créer un environnement 

protecteur et propice à la repousse axonale et enfin se redifférencient en CS myélinisantes 

pour reformer la gaine de myéline. Les oligodendrocytes ne semblent pas posséder une telle 

plasticité. La remyélinisation se fait toujours grâce à un nouveau lot d OPCs. Chez la souris, de 

manière physiologique, il y a un renouvèlement intense des oligodendrocytes du nerf optique. 

Ce renouvèlement se fait par la multiplication des OPCs (Young et al., 2013). Le traitement, 

pa à leàT ,àdesà t a hesà l s esàaug e teà laà ua tit àd OPCàNk . àe à fa o isa tà soità leu à

recrutement soit leur prolifération. Dans ces mêmes conditions de lésions, le 25OH 

aug e teàpasàleà o eàd OPC Nkx2.2. Il se pourrait donc que le T09 et le 25OH aient des 

a is esàd a tio àdiff e ts dans certains aspects de la remyélinisation. 

Les OPCs, afin de rentrer en contacts avec les axones à myéliniser, forment des 

protubérances. Le traitement de cultures primaires d OPC, par le 25OH ou par le T09, accroit 

la taille et le nombre des prolongements formés par ces cellules. Cela pourrait augmenter le 

nombre de contacts entre les oligodendrocytes et les axones, permettant ainsi une 

remyélinisation plus efficace. 
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Co eà ousà l a o sà e tio à i-dessus,à lesà o st olsà i duise tà l e p essio à deà

MBP et de PLP. Ces deux protéines, indispensables à la bonne compaction de la gaine de 

li e,àso tàdesà a ueu sàd oligode d o tesà li isa ts.àLeà OHàetàleàT àpourraient 

donc favoriser la différenciation oligodendrocytaire et/ou aboutir, plus rapidement, à une 

meilleure structure de la gaine. Parallèlement,à l uipeà duà P à F a kli  a montré que le 

partenaire des LXRs, le RXR, est également impliqué dans la remyélinisatio .àL ad i ist atio à

d a ideà ti oï ueà (RA) à des souris ayant subi des lésions de la gaine de myéline permet 

d a l e àlaà e li isatio àe àaug e ta tàlaàdiff e iatio àdesàOPCs en oligodendrocytes 

matures (Huang et al., 2011). Il est également intéressant de constater que dans des 

conditions physiologiques, le T09 et le 25OH ne provoque tàpasàd h pe myélinisation ou de 

démyélinisation des gaines. L action thérapeutique du T09 pourrait se révéler très 

intéressante, notamment, pour les maladies à composante inflammatoire du système 

nerveux, comme par exemple la sclérose en plaque. En effet, ilàpou aitàagi àsu àl e se leà

des phases temporelles de la pathologie. Dans un premier temps, le T09 peut contrôler 

l i fla atio .àE àeffet,àCuiàet al démontrent clairement le potentiel anti inflammatoire du 

T09 après EAE. En activant les LXRs, cette molécule, augmente la quantité de ShREBP. Ce 

de ie à aàseàlie àauàáh‘àafi àdeà odule à gati e e tàl a ti it àdesàTh àetàai siàdi i ue à

l i fla ation (Cui et al., 2011).àDa sàu àse o dàte ps,à o eà ousàl a o sàd o t , le 

T09 permet une remyélinisation post-lésionnelle plus rapide et plus efficace. Enfin, le T09 

promeut la régénération neuronale gr eà àl a ti atio àdeàlaà oieàPi K/áKTàetà àl i hi itio  de 

l e p essio àduà epteu àdeàNogo : NgR1 (Chen et al., 2010). Dans les oligodendrocytes, la 

oieà Pi K/áKTà aug e teà l e p essio à deàMBP et de PLP (Flores et al., 2008). Enfin, il est 

i po ta tàdeà soulig e à ueà l a ti atio àduà LX‘àpa à T àpe et également d aug e te à laà

production de neuro-progestérone. Cette dernière est connue pour ses capacités 
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neuroprotective (Robertson et al., 2006) (Stein, 2008) et promyélinisante (Ghoumari et al., 

2003) (Garay et al., 2007) (Hussain et al., 2011). 

2- La -caténine, u  a efou  i o tou a le da s l’e p essio  des g es de la li e : 

dialogue e t e la voie W t/β-caténine et les oxystérols dans la myélinisation : 

Nous avons montrés que les oxystérols régulaient de manière différentielle 

l e p essio à desà g esà deà laà li eà p iph i ueà età e t ale.à Celaà està pasà dûà à u eà

différence propre à ces gènes. En effet, nous ret ou o sà etteàdispa it àd e p essio àpou  P0 

et PMP22 dans le SNP et le SNC. Les oxystérols provoquent leur répression dans le SNP mais 

augmente leur expression dans le SNC. Comment expliquer alors cette disparité ?  

Lo sà deà o à a i eà auà la o atoi e,à l uipeà d a ueilà t a aillaità su à laà oieàW t/-

at i e.à Mesà oll guesà o tà d o t à ueà l a ti atio à deà etteà oie,à auà d utà deà laà

li isatio ,àp o o uaitàu eàaug e tatio àdeàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàduà“NCà

et du SNP (Tawk et al., 2011).  

Un mois après la parution de cet article, Claire Jacob et al o tà o t à u àpa ti àdeàP à

età jus u à P ,à laà ua tit à deà -caténine active augmente fortement afin de réguler 

positi e e tà l e p essio à deà “o ,à deà K ox20 et de P0 et donc la différentiation et la 

myélinisation des CS. Ce phénomène est sans doute dépendant de Wnt car la surexpression 

de DKK1 ou de SRF1 abolit la régulation positive des gènes mentionnés ci-dessus (Jacob et al., 

2011).àDeàplusà ousàa o sàd o t à ueà leà hlo u eàdeà lithiu ,àe à lo ua tà l a tio àdeà laà

GSK3, augmente la quantité de -caténineà eà uiàpe etàd a l e àlaà e li isatio àap sà

une lésion mécanique (nerve crush) du nerf facial et du nerf sciatique chez la souris (Makoukji 

et al., 2012). Desàe p ie esàd i u op ipitatio àdeà laà h o ati eàont montré que les 

LXRs se lient de façon directe à la -caténine, via les répétitions Armadillo, et inhibe sa 
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transactivation (Shah et al., 2003).àD aut esà tudesào tàindiqué ueàl a ti atio àdesà epteu s 

RXR et PPAR par leurs ligands augmente la dégradation de la -caténine de manière 

indépendamment de la GSK3 (Masiello et al., 2004) (Xiao et al., 2003). Nous nous sommes 

do ài te og sàsu àl e iste eàpossi leàd u àdialogueàe t eàlesào st olsàet la voie Wnt/-

caténine. Nous avons montré que les oxystérols, dans le SNP, entrainent une diminution de la 

ua tit àd á‘N à oda tàpou àlesàp i ipau à o posants de la voie Wnt/-caténine. De plus, 

nous avons observé, par microscopie confocale, que la -caténine, suite au traitement par les 

oxystérols, est elo alis eà da sà l appa eilà deà Golgi. Avec le réticulum endoplasmique, cet 

organite est le siège des glycosylations protéiques. La -caténine subit des O-N-

acétylglucosaminylation (O-GlcNac) dans les MCF7 (Zhu et al., 2001) et dans les cellules 

cancéreuses de colon (Sayat et al., 2008) afin de diminuer sa quantité nucléaire et donc son 

potentiel transactivateur. Cette observation a été validée par des expériences de ChIP 

montrant que les oxystérols décrochent la -caténine des facteurs de transcription TCF/LEF 

situés au niveau des promoteurs de MPZ et PMP22. Ces résultats sont confirmés in vivo : 

l i alidatio àdesàLX‘s chez la souris induit une surexpression de la -caténine dans le nerf 

sciatique. 

Nous pouvons do à o lu eà u u eà pa tieà duà a is eà d a tio à desà o st olsà

isa tà à dui eàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàda sàleà“NPàpasse tàpa àu eàdi i utio à

de la quantité de -caténine liée aux promoteurs de ces gènes. 

L e se leàdeà osà sultatsà ousàpe etàdeàp opose àleà od leàd a tio àsui a t : 
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Figure 52 : Modèle schématique du dialogue entre les oxystérols et la voie Wnt/-caténine pour la régulation 

de l’e p essio  des g es de la li e p iph i ue. E  o ditio  asale, l’équilibre entre la voie Wnt/-

at i e et les LXRs pe et u e gulatio  fi e de l’e p essio  de P  et de PMP22. Les ligands Wnt en activant la 

voie Wnt permettent la liaison de la -caténine sur les éléments de réponse aux TCFs des promoteurs P0 et PMP22, 

favorisant ainsi leur activité transcriptionnelle. Les oxystérols endogènes p i e t l’a ti it  des p o oteu s P  

et PMP22, en permettant la liaison de leurs récepteurs, les LXRs, sur leurs éléments de réponses LXRE, et en 

contrôlant la quantité de - at i e. L’appo t d’o stérols exogène favorise la liaison des LXRs sur les LXRE et 

réprime les constituants de la voie Wnt/-caténine. Il y aura alors un déséquilibre en faveur de la voie des LXRs 

a outissa t à u e di i utio  de l’e p essio  de P  et PMP . 

Maisà u e àest-il du dialogue entre la voie Wnt/-caténine et les oxystérols dans le 

SNC ? Est- eà u u eà diff e eà da sà eà dialogueà pou aità e pli ue à l effetà oppos à desà

oxystérols entre le SNC et le SNP ?  

Contrairement à nos observations dans le SNP, le 25OH augmente la quantité de 

transcrits des composants de la voie Wnt/-caténine dans les oligodendrocytes. Ceci est 

corrélé à l i hi itio àdesà t a s itsà-caténine dans le cerveau des souris LXRdKO. Mais de 

manière surprenante, le taux protéique de -caténine est diminué au niveau 

oligodendrocytaire et est augmenté dans le cerveau des animaux LXRdKO. Cette divergence 

e t eàt a s itsàetàp ot i esàpou aità t eàlaà sulta teàd u à t o o t ôleàpostàt adu tio elà

visant, dans le cas des 158N, àdi i ue àl e pression des gènes de la myéline induite par le 

25OH, en abaissant la quantité de -caténine. A l i e se,àda sàleà asàdesàa i au àLX‘dKO,à

l aug e tatio àdeà laà-caténine permettrait de rattraper le déficit d e p essio àdeà PLPà età
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MBP. De manière intéressante, nous avons constaté que contrairement aux quantités 

détectées dans le cerveau, la quantité protéique de -caténine est diminuée de moitié dans 

le cervelet des souris LXRdKO (résultats non montrés). Ceci pourrait expliquer la diminution 

de MBP et PLP spécifique au cervelet de ces animaux. 

Dans le SNC, la fonction de la voie Wnt/-caténine dans le processus de myélinisation 

est un peu plus complexe que dans le SNP. De nombreux articles indiquent que cette voie 

retarde la différenciation des OPCs en oligodendrocytes (Shimizu et al., 2005) (Feigenson et 

al., 2009) (Ye et al., 2009) (Fancy et al., 2011). Ces résultats semblent contraires à ceux publiés 

par notre équipe qui montrent que la voie Wnt active l e p essio àdeàMBPàetàdeàPLPàda sàlesà

oligodendrocytes. Cependant, dans cet article, ilà estàpasà uestio àdeàdiff e tiatio à aisà

d e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàMBPàetàPLP. La voie Wnt/-caténine pourrait être un 

régulateur négatif de la différenciation des oligodendrocytes mais un stimulateur des gènes 

deà laà li e.àCe ià estàpasà su p e a t,à a à ilàestà a eà u u eà oieàu i ueàpa ti ipeàdeà laà

même façon à toutes les étapes du développement. Dans le SNP, Claire Jacob indique que, à 

P ,à l HDáC , en régulant négativement la quantité de -caténine active, protège les CS de 

l apoptose.àE à e a he,à àP àl e p essio àdeàlaà-caténine active augmente fortement afin de 

gule à positi e e tà l e pression de Sox10, Krox20 et P0 (Jacob et al., 2011). D ailleu sà

l i du tio à pa à W t à deà ultu es primaires gliales enrichies en OPCs ne stimule pas 

l e p essio àdeàPLPàalo sà ueàlaà eài du tio àsu àdesà ultu esàp i ai esàglialesàe i hieàe à

oligodendrocytesàa ti eàl e p essio àdeàPLPà(Tawk et al., 2011). Nous pouvons citer dans ce 

se sàl e e pleàdeàlaà oieàNot h.àCetteà oie,à uià o eàlaà oieàW tàestàpl iot opi ue,àrégule 

différentiellement toutes les étapes du développement de la lignée schwannienne. Par 

exemple, au stade embryonnaire, la voie Notch accélère la différenciation des précurseurs des 
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CS en CS, tout en contrôlant leur prolifération. Après la naissance, la voie Notch régule 

négativement la myélinisation (Jessen and Mirsky, 2005b). Ainsi, si la oieàW tà s a e aità

favorable à la multiplication, spécification, différenciation puis expression des gènes de la 

myéline, ceci aurait un effet très délétère car les axones seraient myélinisés avant la naissance 

ce qui empêcherait le remodelage des synapses et figerait les axones dès la naissance. De plus, 

nous avons montré que la suractivation de la voie Wnt par la délétion de NF1 était responsable 

deàl i du tio àdeàlaàtu o igenèse des CS. 

Enfin, o eà ousà l a o sà mentionné ci-dessus, il est important de prendre en compte 

l e i o e e tà ellulai e.à Da sà u eà tudeà uià està pasà e o eà pu li e,à l équipe du Dr 

G esse à o t eàu eàdiff e eàd a tio àdeàlaà oieàW tàsu àlesàoligode d o tesàe àfo tio à

de la présence ou deàl a se eàdeà i oglie.àLaà oieàW tàfa o iseàlaàp olif atio àetà eta deàlaà

différenciation des OPCs dans un environnement riche en microglie,à alo sà u au contraire 

cette voie promeut la différenciation des OPCs etàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàdans 

un environnement où la microglie est absente. Il est à noter que la substance grise est plus 

riche en microglie que la substance blanche et que leà e eletàestàl u eàdes régions cérébrales 

les plus pauvres en microglie (Lawson et al., 1990). Ceci pourrait encore une fois expliquer en 

partie nos résultats observés spécifiquement dans cette région. 

3- Rôle de RIP140 dans la myélinisation : 

3.1- Dans les cellules de Schwann de souris 

Co eà ousàl a o sà e tio à i-dessus RIP140 i te ie tàpasàda sàleà ha ge e tà

d e p essio à desà g esà deà laà li eà ap sà t aite e tà pa à lesà o st ols.à E à e a he,à ilà

semble être important pour la régulation deàl e p essio  basale de P0 et PMP22. En effet, son 

invalidation dans les cellules de sou isà M“C à p o o ueà u eà aug e tatio à deà l a ti it à

transcriptionnelle de ces gènes, ce qui se répercute sur la quantité de leurs ARNm. Donc, il 
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se le aità ueà‘IP àe dog eà guleà gati e e tàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà

périphérique. Cependant, à notre grande surprise, la surexpression de RIP140 entraine 

gale e tàu eàaug e tatio àdeàl a ti it àt a scriptionnelle de P0 et de PMP22. Pour autant, 

RIP140 est capable de jouer un rôle à la fois de coactivateur et de corépresseur en fonction 

des gènesà i lesàauàsei àd u à eàt peà ellulai eà(Ordóñez-Morán and Muñoz, 2009). Par 

ailleu s,àda sàlesà ultu esàp i ai esàd h pato tesàdeàsou is,à‘IP àaà t à o t àda sàu eà

étude comme étant un coactivateur (Herzog et al., 2007) et dans un autre article comme étant 

un corépresseur (Berriel Diaz et al., 2008) des LXRs régulant ainsi positivement ou 

négati e e tàl e p essio àdesàg esàdeàlaàlipoge seàFá“,à“CD-1 ou SREBP1c. 

Deà plus,à ‘IP à poss deà deà o eu à otifsà d i te a tio , offrant ainsi une 

importante diversité de recrutement de récepteurs nucléaires et autres facteurs de 

t a s iptio s.à ái si,à afi à d e pli ue à l a iguït à d a tio à deà ‘IP à su à lesà g esà deà laà

myéline, ousà pou o sà suppose à u e à o ditio à asale, RIP140 jouerait un rôle de 

corépresseur su àl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàP àetàPMP àg eà àu eài te a tio àdeà

forte affinité avec un récepteur nucléaire impliqué dans la régulation négative de ces mêmes 

gènes. A contrario, une surexpression de RIP140, le ferait évoluer vers un rôle de coactivateur. 

E à effet,à l aug e tatio à deà ua tit à deà ‘IP ,à pe ett aità saà liaiso à a e à d aut esà

récepteurs nucléaires de plus faibles affinités, mais impliqués dans une régulation positive de 

P0 et PMP22. De plus, o eà l o t avancé Castet et al en 2006 pour expliquer le rôle 

coactivateur de RIP140 sur les gènes cibles du ERR, celui-ci pourrait séquestrer les enzymes 

répressives de la transcription. Il serait donc possible que RIP140 surexprimé chélate les 

HDACs et par conséquent a ti eàl e p essio àdesàg nes de la myéline (Castet et al., 2006). 

3.2- Chez le poisson zèbre 
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L i alidatio à pa tielleà deà l u à desà o thologuesà deà ‘IP à ‘IP a à hezà leà poisso à

z eàp o o ueàu eài hi itio àdeàl e p essio àduàg eàdeàlaà li eàp iph i ueà MBP àda sà

la PLLn et centrale dans la moelle épinière (MBP et MPZ). La gaine de myéline chez ces 

poissons est au mieux décompactée et au pire absente. La migration et la présence des CS 

ainsi que la mise en place des axones (ce qui ne sous-entend rien sur leurs fonctionnalités) 

estàpasài pa t eàpa àl i alidatio àdeà‘IP .àCetteài alidatio à ta tàpasàsp ifi ueàdu 

lignage schwannien ou oligodendrocytaire nous ne pouvons pas exclure que le phénotype 

observé soit relié à un dialogue entre les neurones et les cellules myélinisantes. Cependant, 

nous pouvons penser que RIP140 régule la myélinisation, du moins en partie, en permettant 

l e p essio àdesà g esàdeà laà li eà hezà leàpoisso à z e.à Co eà hezà lesà a if es,à

l e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàp iph i ueàestà gul eàpa àlaàs ue eàd a ti atio àdesà

gènes Sox10 et Krox20 (Monk et al., 2009) faisant ainsi passer la CS du stade pro-myelinisant 

à celui de myélinisant.à Nosà sultatsà p li i ai esà se le tà i di ue à ueà l i alidatio à

pa tielleàdeà‘IP àp o o ueàu eàdi i utio àdeàl e p essio àdeà“ox10 et de Krox 20 à 3dpf. 

Co e tàe pli ue àlaàdiff e eài duiteàpa àl i alidatio àdeà‘IP àe t eàlaàsou isàetà

le poisson zèbre ?  

 Est- eàdûà àu àp o l eàd esp e ? 

Leàpoisso àz eàestàu à od leàd tudeà e o uàda sà laà li isatio à (Lyons et al., 2005) 

(Kirby et al., 2006) (Buckley et al., 2008). La grande majorité de la machinerie moléculaire 

impliquée dans la myélinisation est conservée entre le poisson zèbre et les mammifères (Monk 

and Talbot, 2009). En revanche, la comparaison de séquence entre la protéine murine RI140 

etàlaàp ot i eà ‘IP aàduàpoisso àz eà eà leà ueà %àd ho ologie.àCepe da t,àlesà otifsà

important comme les NR boxes et PINLS sont conservés.  
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 Est-ce causé par une différence de système ? 

A la différence de la culture cellulaire, les études in vivo font intervenir beaucoup plus de 

pa a t es.à L i alidatio à pa tielleàdeà ‘IP à està pasà sp ifi ueà deà laà C“à età ilà fautà te i à

o pteàdeàl i te o e io àe t eàlesàdifférents types cellulaires. De plus,àl oligomorpholino 

est injecté au stade 1 cellule. Il y a donc un effet développemental. Contrairement aux 

expérimentations réalisées avec le siARN qui induisent un mécanisme aigu, avec 

l oligomorpholino nous nous rappro ho sàplusàd u àeffetàchronique.àE fi ,àl effi a it àetàlesà

mécanismes de ces deux te h i uesàd i alidatio à ta tàsa sàdouteàpasà ui ale ts,à ousà

pou io sàa oi àu eàdiff e eàd effetàcomme celle observée entre Herzog et al et Berriel Diaz 

et al. 

4- Rôle du AhR dans la myélinisation 

áp sà ousà t eà i t ess sà au à ôlesà desà o st olsà o d sà su à laà hai eà a o eà

lat aleàduà holest olàetàdeàleu sà epteu sàLX‘sàda sàlaà li isatio ,à ousà ousàso esà

pe h sàsu àlaàfo tio àduà holest olào d àe àpositio à àduà leà a o à B .àCeàde ie à

oduleàl a tio àduàáh‘. 

Ceà epteu àestàsu toutà o uàdesàto i ologuesàpou àsaà apa it à ài te agi àa e àlesà

pollua tsà a o ati uesà o eà lesà dio i esà età lesà PCBs.à Cepe da t,à so à appa itio à da sà

l olutio à està a t ieu eà à saà fo tio à d to ifia te.à E à effet,à leà áh‘à desà i e t sà està

i apa leàd i te agi àa e àlesàliga dsàe og esàduàáh‘àdesà e t sà ‘eitzelàetàal.,à .àChezà

lesà i e t s,àplusieu sà tudesào tàd o t à l i po ta eàph siologi ueàdeà eà epteu à

da sàleàs st eà e eu ,à ota e tàda sàlaà gulatio àdeàl a o isatio àde d iti ueà Hua gà

etàal.,à à Ki àetàal.,à .àE àest-ilàdeà eà hezàlesà e t s?à 

LesàC“àe p i e tàleàáh‘.àLe p essio àdeà eà epteu àda sàleà“NPàestàp o e.àIlàestà
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d te t à d sà E à da sà leà ga glio à t ig i alà á ottà a dà P o st,à à età à E à da sà lesà

ga glio sà a hidie sà áli eàChe allie ,à sultatà o àpu li à hezàlaàsou is. 

Lesàliga dsàe dog esàduàáh‘à leàt iptopha eàetàsesàd i s,àleàFIC) àso tàe o eà à eà

jou à alà o usà Weiàetàal.,à à Opitzàetàal.,à .àIlsà eà o e e tà à t eàide tifi sà ueà

depuisà uel uesàa es.àJea -F a oisà“a ou etàet al,àe à ,ào tàd o t à ueàleà KCàestà

u àpuissa tà odulateu àdeàl a ti it àduàáh‘à “a ou etàetàal.,à .àCetào st olàestà apa leà

deàd pla e ,à àfai leàdose,à laà liaiso àdeàlaàTCDD,àleàplusàpuissa tàago isteà o uàduàáh‘,àetà

ai sià e p he à l i du tio à deà l a ti it à t a s iptio elleà deà l u à deà sesà g esà i les :à leà

CYP á .àIlàestài t essa tàdeà o state à u ilàe isteàu eà o latio àe t eàleà i eauàd e p essio à

deàlaà -HCD,àu eàdesàe z esàdeàs th seàduà KC,àetàlaàto i it àdeàlaàTCDD.àE àeffet,àleàha ste à

uià està u eà esp eà sista teà à laà TCDDà LD > g/Kg à He gstle à età al.,à à e p i eà

fo te e tà etteàe z eà “o gàetàal.,à .àáuà o t ai e,àlaà -HCDà estàpasàd te t àda sàleà

foieàdesàsou isà “o gàetàal.,à ào à etteàesp eàestàplusàse si leà àlaàTCDDà LD > µg/Kg à

ueà leà ha ste .à Pa à ailleu s,à ousà a o sà o t à pa à GC/M“à ueà leà KCà està l o st olà

ajo itai e e tàp se tàda sàleà e fàs iati ueàetàda sàlesàM“C ,àloi àde a tàleà OH,à “ à

età leà OH.àCe iàpou aitàe pli ue à laà sista eàdeà esà ellulesà àdeà fo tesàdosesàdeàTCDDà

sup ieu à à M à ai sià ueà l a se eà d effetà deà etteà dio i eà su à laà gulatio à

t a s iptio elleà desà g esà deà laà li eà p iph i ue.à ái sià leà KCà pou aità p ot ge à laà

li eàdesàeffetsàto i uesàdesàPOPs. 

áfi àd tudie àleà ôleàe dog eàduàáh‘,à ousàa o sàt a aill àsu àu eàlig eàdeàsou isà

i alid esà pou à leà áh‘à Fe a dez-“algue oà età al.,à .à Cetteà i alidatio à p o o ueà

d i po ta tsàt ou lesàdeàlaàlo o otio ,àdeàlaà oo di atio àetàdeàl uili eà oteu .àCesàd fi itsà

o po te e tau à peu e tà a oi à deà ultiplesà o igi es :à us ulai es,à elleuses,à

esti ulai es…à Bie à ueà elaà eà sousà e te deà ie à d u à poi tà deà ueà fo tio elà pou à leà
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s st eàlo o oteu ,àleà e eletàdesàsou isàáh‘-/-à eàp se teàpasàdeàd fautsàa hite tu au à

etàleàs st eà esti ulai eà gula tàleà fle eào ulai eà eàse leàpasà o àplusàe do ag à hezà

esàsou isà Che allie àetàal.,à .àCo eàda sàdeà o eusesà aladiesà eu od g ati esà

d o igi eà li i ueà CMT,àHNPP… ,à esàd fi itsà oteu sàpou aie tà t e,àauà oi sàe àpa tie,à

laà sulta teàd u eà alfo atio àdeàlaàgai eàdeà li eà o duisa tà àu eàdi i utio àdeàlaà

itesseàdeà o du tio à e euseàa outissa t,ài  fi e,à àu eàat ophieà us ulai e. 

áfi àdeà ett eàe à ide e,à hezàlesàsou isàáh‘à-/-àu eà e tuelleàattei teàdeàlaàgai eà

deà li e,à ousàa o sà tudi àlaà o phologieàdesàgai esàpa à i os opieà le t o i ue.àChezà

lesà sou isà adultesà o eà hezà lesà ju ilesà P ,à ousà a o sà o stat à u eà h t og it à

ph ot pi ueà st u tu aleàdesàgai esàdeà li e.àNousàa o sà lass à lesàsou isàáh‘à -/-àe à à

g oupes.à Leà p e ie à g oupeà s e à p se teà desà a o aliesà ajeu esà deà laà gai e,à a e à

p se eàdeàd isà li i ues.àLesàa o esàse le tàeu àaussiàtou h sàpuis u ilsào tàpe duà

leu àfo eà i ulai eàauàp ofitàd u eà o phologieàto tueuse.àDa sàleàse o dàg oupeà od ,à

e à e a he,à ousà a o sà e a u à au u eàd fo atio à ajeu eàdeà laà gai eà deà li eà

d o pa tio s… .àCepe da t,à esà sou is,à à l geàadulte,àp se te tàu àg- atioà sup ieu à à

eluiàdesàWTà uelà ueàsoitàleàp i t eàdesàa o es.àCe iàt aduitàu àaffi e e tàdeàlaàgai e,àetà

do àu eàh po li isatio àdesà e fsàs iati uesàdesàsou isàáh‘à-/.àCetteàh po li isatio à

se leàp og essi eàpuis u àP à ousà eà o stato sàau u eàdiff e eàsig ifi ati eàda sà lesà

aleu sàdesàg- atioàe t eàlesàdeu àg ot pes.àE à e a he,àlaàte da eàestàd j à a u e.àIlàestà

i t essa tà gale e tàdeàsig ale à ueàlaàdi hoto ieàe t eàlesàdeu àg oupesàs eàetà od à

està pasà toujou sà t a h e.à E à effet,à hezà e tai sà a i au ,à ousà a o sà o stat ,à u à

ph ot peà s eà à laà p iph ieà duà e fà età u à ph ot peà od à da sà desà gio sà plusà

e t ales.à Celaà pou aità i di ue à soità u eà p opagatio à e t ip teà deà laà d fo atio à

li i ue,àsoitàu eàf agilit àplusài po ta teàdeàlaà li eàdesàa i au àáh‘-/-àetàdo àu eà
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d fo atio àdeàlaàgai eàlo sàduàp l e e tàduà e fàs iati ue.à 

ái si,à esàalt atio sàdeàlaàgai eàdeà li eàpou aie tà t eàlaà auseàdesàd fi itsàlo o oteu sà

o stat s. 

P àetàPMP àso tàlesàdeu àp ot i esà ajo itai esàdeà laà li eàduà“NP.àLeu à i eauà

ai sià ueàleu àte po alit àd e p essio àso tàdesàfa teu sà u iau àpou àlaà o eàst u tu eàdeà

laàgai eàdeà li e.àáàP ,àl i alidatio àduàáh‘àp o o ueàu eàdi i utio àdeàl e p essio àdeàP à

etàdeàPMP .àáuà o t ai e,à lesàsou isàáh‘-/-àd geàadulteàp se te tàu eàaug e tatio àdeà

l e p essio àdeàP àetàPMP .àLaàsu e p essio à i.gàCMT á àouàsousàe p essio à i.gàHNPP àdeà

esàp ot i esàso tàd l t esàpou àlaàgai eàdeà li e.àáàl heu eàa tuelle,àilà ousàestàdiffi ileà

d e pli ue à etteàdi e ge e.àMaisà ousàpou o sàa a e àplusieu sàpistesàpou à à po d e.à 

P e i e e t,à lesà sou isà áh‘-/-à P à p se te tà u eà du tio à duà o eà d a o esà

li is s.àCeàd fi itàestàt a sitoi eà a à etteàdiff e eà estàplusà isi leà àl geàadulte.àNousà

pou o sàdo àe isage àu eà o latio àe t eàlaà du tio àduà o eàd a o esà li is sàetà

laàdi i utio àdeàl e p essio àdeàP àetàdeàPMP . 

Deu i e e t,àlo sàdeàlaà odulatio àduàáh‘àda sàlesàC“ài  it o,à ousàa o sà et ou à

etteàdi e ge eàd a tio àsu àlesàg esàdeàlaà li eàp iph i ue.àLaàsu e p essio àduàáh‘‘à

da sàlesàM“C àp o o ueàu eàdi i utio àdeàl a ti it àt a s iptio elleàdesàp o oteu sàP àetà

PMP ,àetàlaàsu e p essio àduàáh‘ài duitàl effetài e se.àCepe da t,àl i alidatio àdeàáh‘,àpa à

u à siá‘N,àe t ai eàu eàaug e tatio àdeà l a ti it à t a s iptio elleàdesàp o oteu sàP à età

PMP .àCe iàseà pe uteàsu àlaà ua tit àdeà esàt a s its.àMaisà etàeffetà estàpa ti uli e e tà

isi leà u àpa ti àdeà hàalo sà ueàl i alidatio àdeàáh‘àestàd j à ie à a u eàap sà h.à 

Leàlogi ielàGe o ati àMatI spe to àaà l à ueàlesàp o oteu sàdesàg esà oda tàpou à

P àetàPMP àposs de tàdesàs ue esàX‘E.àCo eà ousàl a o sà o u ,àleàáh‘‘à p i e aità

l a tio àg o i ueàduàáh‘àe à e t a tàe à o p titio àa e àluiàpou àso àpa te ai e,àlá‘NT,à
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ai sià ueàpou àlesàs ue esàX‘Eà Hah àetàal.,à .àIlàse le aitàdo à ueàleàáh‘àfa o iseà

l a ti it à t a s iptio elleà deà P à età PMP .à Cepe da tà ousàde o sà d te i e ,à pa à desà

e p ie esàdeàChiP,àsiàso àa tio àestàdi e teàouài di e te.à 

Chezàl ho e,àleà a e àduà ôlo àestàf ue e tàasso i à àu eàaug e tatio àsui ieà

d u àe alle e tàdeà l a ti it àdeà laà oieàW t/- at i eà Ho a esàetàal.,à .à Leà eà

ph o eàaà t ào se àda sàlesàoligode d o tesài alid sàpou àáPCà Fa àetàal.,à .à

Leà áh‘à està gale e tà i pli u à da sà leà a e à duà ôlo à puis ueà so à i alidatio ,à e à

aug e ta tàlaà ua tit àdeà- at i e,àfa o iseàl appa itio àdeà eàt peàdeà a e à hezàlaàsou is.à

Leàáh‘àestàu à o posa tàesse tielàduà o ple eàu i uiti eàligaseàE àpe etta tàlaàd g adatio à

deàlaà- at i eàp se teàda sàlaàf a tio àsolu leàpa àleàp ot aso eà Ka aji iàetàal.,à .à

Co t ai e e tà àlaàsu e p essio àduàáh‘‘àouàduàáh‘,àl i alidatio àduàáh‘àpa àsiá‘N,àda sà

lesà C“,à p o o ueà u eà aug e tatio à deà laà fo tio alit à deà laà - at i eà d sà h.à Celaà

pou ait,à o eà da sà lesà ellulesà a eusesà deà olo à età lesà oligode d o tes,à a o e à

l a ti atio àdeàlaà oieàW t/- at i eà à hàetàdo àl aug e tatio àdeàl e p essio àdeàP àetà

PMP .àIlàseàpou aitàdo à ueàl i hi itio àdeàl a ti it àt a s iptio elleàdeàP àetàPMP àpa à

u àeffetàg i ueàduàáh‘àsoità as u àpa àlaà gulatio àp ot i ueàdeàlaà- at i e.àLesà sultatsà

p li i ai esà o te uà i  i oà se le tà o fi e à eu à aussià u à a is eà deà gulatio à

diff e tielàdesàg esàdeàlaà li eàpa àleàáh‘,à o l àauà i eauàd e p essio àdeàlaà- at i e.à

E àeffet,à àP ,à ousà a o sàpasào se àdeà a iatio àd e p essio àdeàlaà- at i eàe t eàlesà

a i au àWTàetàáh‘-/-.à E à e a he,à à P ,à ilà se le aità ueà laà ua tit àdeà- at i eàaità

te da eà à t eà plusà le eà hezà lesà áh‘-/-à ueà hezà lesà WT.à Nousà o stato sà alo sà u à

ha ge e tàdeàs st eà a àlaàPMP àestàsu e p i eàpa àlesàáh‘-/-.àLaà ua tit àdeàP àestà

gale e tàaug e t eà a à esàa i au à att ape tàleàd fi itàd e p essio ào se à àP .àMaisàlaà

su a ti atio àdeàlaà oieàW t/- at i eà eàse leàpasài te po elle.àáà àse ai es,à ousàa o sà
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o se ,à hezàlesàa i au àáh‘-/-,àu eàdi i utio àdeàlaà ua tit àdesàt a s itsà oda tàpou àP à

etàPMP àai sià ueà eu à oda tàpou àlesà o stitua tsàdeàlaà oieàW t.àIlàpou aitàs agi àd u à

a is eàdeà t o o t ôleà isa tà àli ite àlaàsu e p essio àp ot i ueàdeàP àetàdeàPMP . 

 

Figure 53 : S h a apitulatif de l’a tio  du AhR da s la gulatio  de la li isatio . AhR serait impliqué 

dans la modulation de la myélinisation via deux mécanismes distincts. Le premier serait indépendant de la        -

caténine alors que le second modulerait positivement la quantité de -caténine. 

Da sà eàt a ail,à ousàa o sà o t à ueàleàáh‘àestài pli u àda sàl e p essio àdesàg esà

deà laà li eà età eà p o a le e tà pa à l i te diai eà deà deu à a is esà diff e ts.à Leà

p e ie àestài d pe da tàdeàlaà- at i eàta disà ueàleàse o dàse leàli à àl a ti it àdeàlaà oieà

W t/- at i eà o eàl atteste tàlesàe p ie esàd i alidatio àpa àsiá‘Nàouàda sàlesàsou isà

áh‘-/-.àL i alidatio àduàáh‘àp o o ueàdo àu eàattei teàdeàlaàgai eàdeà li eà o duisa tà à

desàd fi itsà oteu s. 

 

5- Conclusion générale 

Le travail que nous avons réalisé a un double impact : 
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D’u  point de vue fondamental, il nous permet de mieux comprendre les voies de 

signalisations gouvernant le processus de myélinisation. Nous avons mis en évidence des 

dialogues complexes entre la voie des oxysterols relayés par le LXR et le AhR et la voie Wnt/-

caténine. La elluleàdeà“ h a àouàl oligode d o teà odule ces voies de signalisation pour 

obtenir un niveau d e p essio à asalà desà g esà deà laà li eà età ite à u eà e tuelleà

surexpression ou sous-expression qui sont délétères pour la formation de la gaine de myéline. 

Un équilibre délicat se met en place par un jeu de compensation entre ces différentes voies 

de signalisations pour aboutir à une expression invariable de ces gènes. 

D’u  point de vue thérapeutique, nous avons modulé ces voies pour permettre une 

réexpression des gènes de la myéline en cas de lésion. Nous avons profité de la participation 

deàlaà oieàW tàda sàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàpou à i e àso àeffetàe à asàdeàl sio à

du nerf périphérique. Le lithium, stabilisateur de la -caténine, a permis une remyélinisation 

après lésion des nerfs sciatiques et faciaux. Dans la même philosophie, nous avons utilisé des 

modulateurs du LXR pour remyéliniser le cervelet après une démyélinsiation chimique par la 

lysolécithine. L uipeàdeàKá Na eàs est appuyée sur nos résultats montrant une inhibition de 

PMP22 par le LXR pour développer une thérapie de la CMT1A basée sur des modulateurs du 

LXR 
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Figure 54 : Schéma récapitulatif de mes travaux de thèse. Les oxystérols sont des dérivés oxydés du cholestérol. 

Ils sont divisés en deux groupes. Le premier groupe, dont fait partie le 25OH, est constitué par les oxystérols oxydés 

sur la chaine latérale du cholestérol. Ils se lient aux récepteurs LXRs. Dans les oligodendrocytes, ils activent 

l’e p ession des gènes de la myéline MBP et PLP. Ces ligands des LXRs améliorent la remyélinisation après 

démyélinisation par la lysolécithine. Dans les CS, ces oxystérols répriment les gènes de la myéline P0 et PMP22, 

par une action directe des LXRs et par une inhibition de la voie Wnt/-caténine. Le 7KC est un oxystérol du 

deuxième groupe, oxydé sur le noyau stérol du cholestérol. Cet oxystérol est un modulateur du récepteur à la 

dio i e, le AhR. Il e p he l’a tio  de la TCDD su  ses g es i les. Le AhR a ti e l’e p essio  des g es de la 

li e p iph i ue. So  i alidatio  e t ai e u e aug e tatio  de l’a ti it  de la oie W t, soit pa  

compensation, soit par un effet propre aboutissant à une expression accrue de P0 et de PM22. 
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Mon travail de thèse ne rep se teàpasàu eàfi alit .àBie àauà o t ai e.àIlà està ueàlaà

suite du travail de mes prédécesseurs et le début de celui de mes successeurs. Dans les 

prochains paragraphes, je tenterais de déterminer les principaux axes des projets qui seront 

développés. 

 

LXR et remyélinisation – mécanistique moléculaire 

Nous avons montré que les oxystérols induisaient une remyélinisation des axones des 

ellulesàdeàPu ki je.àCepe da tàleà a is eàd a tio àdeà eàp o essusà esteàe o eà à lai i .à

Nous avons vu que le T09 età leà OHà aug e taità laà ua tit à d OPCà Nk . +à da sà desà

conditions « physiologique » de culture. En revanche, après lésion seul le T09 est capable 

d aug e te à etteàpopulatio àoligode d o tai e.à Ilàse le aitàdo à ueà leà OHà aitàpasà

exactement la même a i ueàd a tio à ueàleàT ,àouàest-ce une question de cinétique ? 

Les comptages ont été effectués 72h après le traitement. Nous devrions envisager de regarder 

la quantité de cellule Nkx2.2+ après une cinétique de traitement plus courte (16h, 24h et 48h). 

Nous pouvons également nous interroger sur la provenance de ces OPCs. Sommes-nous dans 

un processus prolifératifs ? Si oui, nous devrions constater un co-marquage Ki67/Nkx2.2. Les 

oxystérols sont-ilsà apa lesà d i dui eà laà migration d OPCsà e sà leà lieuà de la lésion ? Pour 

répondre à cette question, nous pouvons tenter de réaliser des co-cultures organotypiques de 

cervelet et de tronc cérébral, qui est un réservoir très riche en OPCs.  

Pour une remyélinisation optimale, il faut un recrutement des OPCs sur le lieu de la 

lésion et une différentiation rapide de ces derniers. Vu la capacité du TO9 à stimuler 

l e p essio àdeàPLPàetàMBPàetàd aug e te à laàpopulatio àNk . +,à ilàse le aità ueà leàT à

possède ces deux caractéristiques. 
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Par ailleurs, nous avons montré une interaction fonctionnelle entre la voie Wnt et les 

LX‘s.àO ,à o eà ousàl a o sà p t àda sà eà a us it,àla voie Wnt/-caténine est centrale 

dans le processus myélinique. Fancy et al ont montré que la remyélinisation était accélérée 

pa àl i hi itio àde cette voie (Fancy et al., 2011). Ceci est en contradiction avec nos résultats 

p li i ai esà uià se le tà i di ue à ueà leà T à età leà OHà aug e teà l e p essio à desà

constituants de la voie Wnt/-caténine après lésion. De plus, les études que nous menons en 

pa all leàsu àl i flue eàduàLithiu àsu àlaà e li isatio àduà e eletài di ueà lai e e tà ueà

la stimulation de la voie Wnt/-caténine est bénéfique. Des études plus approfondies devront 

être menées. 

 

LXR et remyélinisation – mécanistique tissulaire 

Lors de la soumission de cet article, la principale question des « reviewers » étaient : 

L a tio àdesàLX‘sàest-elle portée spécifiquement par les oligodendrocytes ? Répondre à cette 

interrogation est complexe, nous pouvons envisager deux stratégies : 

- créer une souris LXRs dKO spécifiquement dans les oligodendrocytes 

- utilise àdesà ultu esàp i ai esàd oligode d o tesàpu s 

Réaliser un LXRs dKO spécifiquement dans les oligodendrocytes est délicat car les deux 

isoformes  et  du LXR sont codés par deux gènes différents, ce qui réduit considérablement 

laà p o a ilit à d o te i à u eà sou isà i alid eà pou à lesà LX‘ et  spécifiquement dans les 

oligodendrocytes. 

Co e a tàlesà ultu esàd oligode d o tes,àlesà ultu esàp i ai esà ueà ousàa o sà alis esà

sont des cultures gliales mixtes OPCs/Astrocytes. Nous ne pouvons donc pas exclure que 

l effetàdesào st olsà su à la population oligodendrocytaire est relayé par les astrocytes. En 

effet, un traitement au 25-OH de nos cultures mixtes ne semble pas induire de toxicité alors 
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que nous avons montré que les oxystérols sont toxiques pour la lignée oligodendrocytaire 

158N (Trousson et al., 2009). De plus, un résultat préliminaire obtenu,àa e àl aideàduàD àNait-

Oumesmar, àpa ti àd oligosph esàt ait esàpar le T09 et le 25OH semble aller dans ce sens : 

le 25-OHàpeutà i dui eà l apoptoseàdesàoligode d o tes.àAinsi les astrocytes paraissent être 

indispensable aux effets bénéfiques des oxystérols sur la myéline. 

Actuellement, nous tentons de réaliser des cultures primaires enrichies en OPCs que 

nous pourrions induire par les oxystérols afin de comparer les niveau àd e p essio àdesàg esà

de la myéline avec ceux obtenus sur les cultures mixtes. Cette technique est assez délicate 

hezàlaàsou is,àd auta tà ueàlesàoligode d o tesàpu ifi sà eàsu i e tà ueà uel uesàjou sàe à

culture. 

áfi à d tudie à l i po ta eà desà LX‘s dans le dialogue oligodendrocytes/astrocytes, 

nous envisageons de réaliser des cultures gliales mixtes où les OPC proviendront de souris 

LXRdKO alors que les astrocytes proviendront des souris WT (et inversement). Nous 

tudie o sàl e p essio àdesàg esàde la myéline en condition basal ou après traitement par 

les oxysétrols. 

 

LXR et myéline – modèle alternatif 

áfi àdeà s aff a hi àduà od leà u i ,à ousà o e ço sà à t a aille à su à le poisson 

zèbre.àNousàa o sàd ut àu eàs ieàd e p ie eà isa tà ài alide  le LXR (le poisson zèbre ne 

poss deàpasàd isofo eàduàLX‘ àsp ifi ue e tàda sàlesàoligode d o tes.àPou à eàfai eà ousà

utilisons un oligomorpholino photoactivable dirigé contre le LXR. Ce dernier est injecté dans 

la lignée transgenique MBP ::EGFP. Cela nous permet de visualiser dès le début de la 

li isatio àlesàoligode d o tesàetàdo àdeàphotoa ti e àl oligo o pholi oàsp ifi ue e tà

dans ces cellules. Nous pouvons également réaliser cette expérience sur des OPCs grâce à la 
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lignée Nkx2.2 ::EGFP. Les premiers résultats sont encourageants. Nous avons montrés que 

l i alidatio à totaleà duà LX‘à hezà leà poisso à z eà e t ai e,à o eà hezà laà sou is,à u eà

du tio à deà l e p essio à desà g esà deà laà li e.à Deà plus,à ousà a i o s,à g eà à u à

microscope biphotonique, à photoactiver spécifiquement les oligodendrocytes. Si nous 

a i o sà à e e àauà outà eàp ojet,à elaà ousàpe ett a,à e tes,àdeàsa oi àsiàl a tio àduàLX‘à

est spécifiquement oligodendrocytaire, mais nous aurons également développer un outil 

pe etta tàd i alide à sp ifi ue e tà l e p essio àd u eàp ot i eàda sàu eà elluleàetà o à

plus dans une population cellulaire (utilisation de contrôle interne) et cela au stade de 

d eloppe e tàd si à ilà eàfautàpasà o tàplusà ueà eàstadeàsoitàt opàta difà a à ousà isquons 

d a oi àu eàdilutio àdeàl oligo o pholi o . 

 

AhR et myéline 

Lo sàdeà aàth se,à ousàa o sà gale e tà o t à ueàleàáh‘à gulaitàl e p essio àdesà

g esàdeàlaà li eàp iph i ue.àNousàa o sà o stat àu eàdi i utio àdeàl e p essio àdeàP à

et PMP22 chez les souriceaux p7 invalidés pour ce récepteur et une augmentation de 

l e p essio àdeà esàp ot i esà hezàlesàsou isàadultes.àNousàde o sàdo àd te i e à à uelà

stadeàd eloppe e talàs effe tueà etteà as ule.àLesà sultatsàp li i ai esàse le tài di ue à

un cha ge e tàduàp ofilàd e p essio àdeà esàg esà àP .àNousàde o sà o fi e à elaà àP . 

Laà gulatio àdeàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàpa àleàáh‘àse leàfai eài te e i à

deu à a is esàd a tio .àLeàp e ie àestài d pe da tàdeàlaà-caténine. Il pourrait être causé 

par une liaison directe du AhR sur les promoteurs de P0 et de PMP22. Afin de vérifier cela, 

nous réaliserons des immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) de ce récepteur sur les XRE 

des gènes de la myéline. Si le résultat est positif, nous déterminerons la nature des 

o gulteu sài te agissa tàa e àáh‘.àNousàpe ho sà e sàlaàliaiso àd u à oa ti ateu à o eà
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CBP ou SRC (p160). Le second mécanisme semble dépendant de la voie Wnt/-caténine. Cette 

voie commence à être active entre P5 et P7 (Jacob et al., 2011) (Tawk et al., 2011). Il serait 

do ài t essa tàdeà o le àl a ti it àdeà etteà oieàauàp ofilàd e p essio àdeàP àetàPMP àdesà

ani au ài alid sàpou àleàáh‘.àNousàe isageo sàd effe tue àdesàChIPàdeàlaà-caténine in-vivo 

sur les promoteurs des gènes de la myéline des souris AhR-/- au cours du développement. 

L a al seàdesà fa teu sàdeàt a s iptio à o t ôla tà laà i ti ueàdeà li isatio àse aà

également effectuée. Les derniers résultats obtenus indiquent que les animaux AhR-/- à p7 

p se te tàu eàaug e tatio àdeà l e p essio àdeà“o .àáu u eà a iatio àdeàK o à aà t à

o stat e.àCelaà o fi eàl i hi itio àdeàP àetàdeàPMP à à eàstadeàduàd eloppe e t. 

Les troubles locomoteurs des souris AhR-/- sont, au moins en partie, la conséquence 

deàl alt atio à li i ueàlesàf appa t.àáfi àdeà o fi e à ela,à ousà esu o sàlaà itesseàdeà

conduction nerveuse et rechercherons une éventuelle atrophie musculaire de ces animaux. 

L activation du AhR par ces ligands (TCDD) provoque la libération de la Src kinase qui 

sera alors à son tour active (Köhle et al., 1999). Elle phosphorylera les kinases FAK (Tomkiewicz 

et al., 2013) et RAS.  FAK est acteur positif de la myélinisation (Grove et al., 2007). RAS est une 

protéine carrefour qui pourra entre autre activé la voie AKT et la voie ERK qui sont également 

impliquées dans la myélinisation. Il serait donc int essa tàd tudie àleàstatuàdeà“rc chez les 

animaux invalidé pour AhR. 

Chezàlesài e t sàáh‘à guleàl a o isatio àde d iti ueàdesà eu o esàduà“NPà Ki à

2006). La surexpression de ce répéteur entraine la différenciation des cellules neuronales 

neuro2A (Akahoshi et al., 2006). Nos résultats de microscopie électronique indiquent, chez les 

souris AhR-/-, une altération de la morphologie des axones du phénotype sévère et une 

augmentation du diamètre axonal du phénotype modéré. Les souris invalidées pour le AhR-/- 

utilisées pour ce projet sont des KO totales. Afin de déterminer avec certitudeàl o igi eàdesà
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altérations observées, nous avons utiliserons des souris spécifiquement invalidées pour le AhR 

dans les CS et les motoneurones. 

Enfin, nous réaliserons une lésion par compression du nerf sciatique et nous 

comparerons la vitesse de récupération fonctionnelle des animaux WT et AhR-/-. 

Le 7KC est un modulateur du AhR (Savouret et al., 2001). Les CS et les nefs sciatiques 

o tie e tàdeàfo tesà ua tit sàdeà etào st ol.àNousàa o sà o t à ueàl appo tàde 7KC dans 

les cellules HepG2 diminuait la réponse du Cyp1A1 à la TCDD. Nous réaliserons la même 

expérience dans les MSC80. Cependant, il sera difficile de confirmer un éventuel rôle 

protecteur de cet oxystérol contre les ligands exogènes du AhR. En effet, nous ne pouvons pas 

diminuer la quantité de 7KC dans les MSC80 car il est produit majoritairement par auto-

o datio .à Lesà o s ue esà d u eà ad i ist atio à deà TCDDà à desà sou isà so tà gale e tà

difficiles à interpréter car elles peuvent être la résultante deà laà po seà d aut esà t pesà

cellulaires (i.g les axones). 

 

RIP140 et myéline 

Nousàa o sà gale e tàd o t àl i pli atio àdeà‘IP àda sàlaà gulatio àdesàg esà

de la myéline du SNP. Les résultats obtenus chez le poisson zèbre semble également indiquer 

u ilà o t ôleàl e p essio àdesàg esàdeàlaà li eàduà“NC.àNousàde o sààapp ofo di à ela.à 

Fa eà àlaàdi e sit àd a tio àdeà‘IP ,àilàse aàdiffi ileàdeàseàpasse àd u à od leài à i oà

où RIP140 sera invalidé spécifiquement dans les CS et les oligodendrocytes. Nous comptons 

pou à elaà su à leà od leà d i alidatio à pa à oligo o pholi os photoactivables en cours de 

développement pour le projet LXR. 
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Avant-propos 

L e p essio àdesàg esàdeàlaà li eà MP)àetàPMP àestàfi e e tà gul e.àU eàl g re 

dérégulation de leur expression est responsable de neuropathies héréditaires 

démyélinisantes telles que la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT). Cependant, peu de 

voies de signalisation sont connues pour participer à cette régulation (i.g : glucocorticoïdes, 

p ogest o e… .àLaàd ou e teà ueàlaà-caténine est un coactivateur du GR dans les CS (Fonte 

et al., 2005),àaài it à o à uipeàd a ueilà à tudie àl i pli atio àdeàlaà oieàW t/-caténine 

da sà laà gulatio à deà l e p essio à des gènes de la myéline. Cette voie de signalisation est 

pa ti uli e e tàa ti eàlo sàdeàl e og seàetàda sàleàd eloppe e tàduàs st eà e eu à

est très bien documentée. Néanmoins, peu de choses étaient connues quant à sa participation 

dans la myélinisation et dans la régulation des gènes de la myéline. 

Dans deux précédents articles (Tawk et al., 2011) (Makoukji et al., 2012),à l uipeà

d a ueilàaàd o t à: 

1. grâce à des expériences fonctionnelles utilisant la stratégie des siRNA et des 

dominants-négatifs, que les principaux éléments de la voie Wnt/β-caténine (le 

corécepteur LRP6, la plateforme Dishevelled, la GSK3β, la β-caténine et les 

effe teu sàt a s iptio elsàTCF/LEF àso tàesse tielsàpou àl e p essio àdesàg esàdeà

la myéline. 

2. le rôle important de la voie Wnt/β- at i eàda sàl i itiatio àdeàlaà li isatio àetàlaà

formation de la gaine de myéline, dans le système nerveux central et périphérique 

in vivo. 

3. les inhibiteurs de la GSK3 ota e t,àleà hlo u eàdeàlithiu ,àa ti e tàl e p essio à

des gènes de la myéline in vivo chez la souris et in vitro dans une lignée de cellules 
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de Schwann de souris. De plus, l ad i ist atio àdeàLiClàau àsou is,àap sàpi e e tà

du nerf sciatique ou facial, stimule les gènes de la myéline et induit une formation 

plus rapide de la gaine de myéline. Enfin, ces résultats montrent une récupération 

fonctionnelle des souris après traitement par le LiCl. 

 

Nos objectifs sont les suivants : 

1. E plo e àl i te e tio àdeàlaà oieàW t/-caténine dans des pathologies impliquant les 

cellules de Schwann comme : 

-la Neurofibromatose de type 1,  

- les neurofibromes plexiformes, 

- les tumeurs malignes des gaines des nerfs périphériques (MPNST) 

2. á al se àleà a is eàd a tio à ol ulai eàdeàlaàvoie Wnt après extinction du gène 

NF1.  

 

Résumé des résultats obtenus : 

1. Laà oieàW tàetà l e p essio àdeà sesà o posa tsà so tàd gul sàda sà lesàpathologiesà

citées ci-dessus. 

2.  L i alidatio à deà NF à p o o ueà l a ti atio à deà laà oieà W tà da sà lesà ellulesà deà

Schwann. 
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Human Cancer Biology

The Activation of theWNT Signaling Pathway Is a Hallmark in

Neurofibromatosis Type 1 Tumorigenesis

Armelle Luscan1,4, Ghjuvan'Ghjacumu Shackleford5, Julien Masliah-Planchon1, Ingrid Laurendeau1,

Nicolas Ortonne10, Jennifer Varin1, François Lallemand14, Karen Leroy11, Val�erie Dumaine6, Mikael Hivelin2,12,

Didier Borderie7, Thomas De Raedt15, Laurence Valeyrie-Allanore13, Fr�ed�erique Larousserie8, Benô�t Terris3,9,

Laurent Lantieri2, Michel Vidaud1,4, Dominique Vidaud1,4, Pierre Wolkenstein13, B�eatrice Parfait1,4,

Ivan Bi�eche1,14, Charbel Massaad5, and Eric Pasmant1,4

Abstract

Purpose: The hallmark of neurofibromatosis type 1 (NF1) is the onset of dermal or plexiform

neurofibromas,mainly composedof Schwann cells. Plexiformneurofibromas can transform intomalignant

peripheral nerve sheath tumors (MPNST) that are resistant to therapies.

Experimental Design: The aim of this study was to identify an additional pathway in the NF1

tumorigenesis. We focused our work on Wnt signaling that is highly implicated in cancer, mainly in

regulating the proliferation of cancer stem cells. We quantifiedmRNAs of 89Wnt pathway genes in 57NF1-

associated tumors including dermal and plexiform neurofibromas and MPNSTs. Expression of two major

stem cell marker genes and five major epithelial–mesenchymal transition marker genes was also assessed.

The expression of significantly deregulated Wnt genes was then studied in normal human Schwann cells,

fibroblasts, endothelial cells, and mast cells and in seven MPNST cell lines.

Results: The expression of nine Wnt genes was significantly deregulated in plexiform neurofibromas in

comparison with dermal neurofibromas. Twenty Wnt genes showed altered expression in MPNST biopsies

and cell lines. Immunohistochemical studies confirmed the Wnt pathway activation in NF1-associated

MPNSTs. We then confirmed that the knockdown of NF1 in Schwann cells but not in epithelial cells

provoked the activation ofWnt pathway by functional transfection assays. Furthermore, we showed that the

protein expression of active b-catenin was increased inNF1-silenced cell lines. Wnt pathway activation was

strongly associated to both cancer stem cell reservoir and Schwann–mesenchymal transition.

Conclusion: We highlighted the implication of Wnt pathway in NF1-associated tumorigenesis. Clin

Cancer Res; 20(2); 358–71. �2013 AACR.

Introduction

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dom-
inant neurocutaneous disorder affecting 1 in 3,000

individuals worldwide (1). The NF1 gene is located in the
chromosome region 17q11.2. Its protein product, neurofi-
bromin, functions as a negative regulator of RAS proteins.

The main clinical features of NF1 are caf�e-au-lait macules,
skinfold freckling, iris Lisch nodules, as well as skeletal
and cardiovascular abnormalities. NF1 patients have an

increased risk of both benign and malignant tumors, there-
fore, NF1 is classified as a tumor predisposition syndrome.
The most common tumors are benign peripheral nerve
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sheath tumors (neurofibromas), which vary greatly in both
number and size, and may be dermal or plexiform (2).
Dermal neurofibromas are typically small and grow as

discrete lesions in the dermis whereas plexiform neurofi-

bromas can develop internally along the plexus of major
peripheral nerves and become quite large. Plexiform neu-
rofibromas are probably derived from embryonic Schwann

cell lineage (3). During development, neural-crest cells
migrate along the peripheral nerves, and a subset of cells
commit to the Schwann cell lineage. Zheng and colleagues

demonstrated that plexiform neurofibromas could origi-
nate from Nf1 deficiency in fetal nonmyelinating Schwann
cells (4). Le and colleagues identified a population of
progenitor cells residing in thedermis, termed"skin-derived

precursors" that form dermal neurofibromas through loss
ofNf1 (5). These differences between dermal and plexiform
neurofibromas suggest that the type of progenitor but also

the timing of somatic NF1 mutations may determine the
clinical course of these tumors (6).
In contrast to dermal neurofibromas, plexiform neurofi-

bromas can undergo malignant transformation to malig-
nant peripheral nerve sheath tumors (MPNST) in about
10% of NF1 patients (7). Roughly half of all MPNSTs are

sporadic; they are found in patients who do not carry any
known genetic predisposition for cancer. The remaining
MPNSTs are found in patients who are diagnosedwithNF1.
MPNSTs are resistant to conventional therapies, and their

deep-seated position and locally invasive growth hinder
complete surgical resection. The 5-year survival rate among
patients with MPNSTs ranges from 30% to 50%. In parallel

to the double inactivation of the NF1 gene, additional
genetic lesions seem necessary for malignant progression

of plexiform neurofibromas. TP53 mutations have been

identified in MPNSTs but not in benign neurofibromas,
indicating that the p53-mediated pathway is involved in
malignant progression (6, 8). Alterations of other genes

(p16/CDKN2A, p14/ARF, p27/KIP1, EGFR,mTOR)were also
detected in MPNST (9–12).

Although we have now identified some of the genes that
when mutated initiate tumor formation and drive progres-

sion, the identity of the cell population(s) susceptible to
such transforming events remains undefined in themajority
of human cancers. Recent studies indicate that a small

population of cells (called cancer stem cells) endowed with
unique self-renewal properties and tumorigenic potential is
present in some, and perhaps, all tumors (13, 14). Many

signaling pathways involved in the maintenance of normal
stem cells are found to be altered in several human cancers
(i.e., Wnt, Hedgehog, and Notch pathways). Moreover,
several authors addressed the possible association between

the formationof stemcells and the epithelial–mesenchymal
transition (EMT). Regulation of the EMT is a crucial step in
cancer development (15). Genetic alterations that impair

the differentiation program could endow such dedifferen-
tiated cells with attributes that mimic stem cell behavior.

InNF1 tumorigenesis, the questionwhether these tumors

arise from neural crest stem cells or differentiates glia
remains very controversial (4, 5, 16, 17). In this regard, we
have previously shown adedifferentiation of Schwann cells,

as well as an activation of the Hedgehog signaling pathway,
during malignant transformation of plexiform neurofibro-
mas (18). TWIST1, an important transcription factor
involved in embryonic development and in EMT, was

shown to be upregulated in NF1-associated MPNST (19).
Taken together, these findings suggest a genetic-driven
Schwann–mesenchyme transition (SMT) that could gener-

ate cancer stem cells during NF1 tumorigenesis.
Wntpathway is amajor developmental pathway involved

in maintenance of normal stem cells (20), and altered in

several human cancers (21). Wnt signaling is a complex
process that requires interplay ofmanydifferent proteins. In
addition to a large cohort of Wnt ligands, and frizzled

receptors, some Wnt pathways also require the presence of
coreceptors. Wnt ligands may activate 3 different pathways
(Supplementary Fig. S1): (i) the canonical pathway: involv-
ing b-catenin and LEF/TCF transcription factor; (ii) the

planar cell polarity pathway; and (iii) the Wnt/calcium
pathway (20, 22). All 3 pathways have different conse-
quences and drive specific processes for the cells in which

they signal.
Little is known of the additional cooperating genetic

events potentially required for full plexiform neurofibroma

formation. Furthermore, the respective tumorigenicmecha-
nisms of dermal neurofibromas and plexiform neurofibro-
mas have rarely been compared (6). In this manuscript we
addressed the potential role ofWnt signaling inNF1 tumor-

igenesis. We here quantified the gene expression profiles of
89 actors of Wnt pathway in NF1-associated tumors.
We identified specific genes involved in Wnt signaling

pathway whose expressions significantly differed between

Translational Relevance

The commonest neurofibromatosis type 1 (NF1)-
associated tumors are nerve sheath tumors (NSTs: der-
mal or plexiform neurofibromas), mainly composed of

Schwann cells. Plexiform neurofibromas can undergo
malignant transformation tomalignant peripheral nerve
sheath tumors with a poor vital prognosis. Little is

known of the genetic events required for neurofibromas
formation or transformation. Here, we found that the
Wnt pathway was significantly activated by quantifying

mRNAs of 89 Wnt pathway genes in 57 NF1-associated
NSTs. We then confirmed that the knockdown ofNF1 in
Schwann cells provoked the activation of Wnt pathway
by functional transfection assays. We showed that active

b-catenin protein expression was increased in NF1-
silenced cell lines. Wnt pathway activation was strongly
associated to both putative cancer stem cell reservoir and

Schwann–mesenchymal transition. We highlighted the
implication of Wnt pathway in NF1 peripheral nerve
sheath tumorigenesis. Elucidation of the role of cellular

signaling pathways tumorigenesis will enable to estab-
lish molecular targeted therapeutics in NF1.

Wnt Pathway Activation in NF1 Tumorigenesis
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3 NF1-associated tumor types: dermal and plexiform neu-

rofibromas and MPNSTs. We functionally confirmed the
crosslink between NF1 alteration and Wnt pathway activa-
tion, using siRNA strategy in a cell line model. Finally, we

investigated the link between Wnt signaling pathway acti-
vation and the altered expression of stemness and SMT
genes.

Materials and Methods

Patients and samples
NF1-related samples were obtained by laser excision

(dermal neurofibromas) or surgical excision (plexiform
neurofibromas and MPNSTs) from patients with NF1 at

Henri Mondor Hospital (Creteil, France). Sample handling
and processing was identical for all NF1-related tumors.
After clinical examination, the surgical removal of dermal

neurofibromas was proposed in case of esthetical burden.
Resection or removal of plexiform neurofibromas was pro-
posed for repair or in case of symptoms, pain or compres-

sion. The plexiform neurofibromas (deep lesions involving
a plexus of nerves) were large, had a nodular aspect, and
severely deformed the affected tissues. They were all S100-

positive by immunostaining. Four patients with plexiform
neurofibromas had developed MPNSTs. The main clinical
and histological characteristics of the 16 patients with
MPNSTs (validation set) are shown in Supplementary Table

S1. Immediately after surgery the tumor samples were flash
frozen in liquid nitrogen and stored at �80�C until RNA
extraction. NF1-related MPNSTs all arose from plexiform

neurofibromas and showed very weak S100 immunostain-
ing (data not shown). MPNST samples from non-NF1
patients were obtained by surgical excision at Cochin Hos-

pital (Paris, France). Dermal neurofibromas were used as
"normal" control samples as they never undergomalignant
transformation in MPNSTs. Indeed, neurofibromas are
heterogeneous benign tumors composed of Schwann cells,

fibroblasts, mast cells, and other cells, and have no "nor-
mal" tissue equivalent. Gene expression levels determined
by real time reverse transcription (RT)-PCR analysis in

plexiform neurofibromas andMPNSTs were thus expressed
relative to expression levels in dermal neurofibromas.

Cell lines
We analyzed 7 humanMPNST cell lines, namely NMS-2,

NMS-2PC, 88-3, ST88-14, 90-8, S462, and T265. NMS-2

andNMS-2PCwere kind gifts fromDr. AkiraOgose (Niigata
University School of Medicine, Niigata, Japan). 88-3, ST88-
14, and 90-8 were kind gifts from Dr. Nancy Ratner (Cin-
cinnati Children’s Hospital Medical Center, Cincinnati,

OH). S462 was a kind gift from Dr. Lan Kluwe (University
Hospital Eppendorf, Hamburg, Germany). T265was a kind
gift from Dr. G De Vries (Loyola University, Chicago, IL).

MPNST cell lines were grown in RPMImedium supplemen-
ted with 10% heat-inactivated FBS, 10 IU/mL penicillin,
and 10 mg/mL streptomycin. Normal Schwann cells and

fibroblasts were obtained by primary cell culture and dif-
ferential isolation from normal sciatic nerve biopsies and

skin, respectively, and using cell culture and isolation con-

ditions as previously described (23–25). Normal mast cells
were obtained by means of cell culture and various specific
purification steps from cord blood-derived human cells, as

previously described (26).
We functionally analyzed the crosslink between NF1

alteration and the Wnt pathway using siRNA strategy in
the mouse Schwann cell line MSC80. MSC80 cells exhibit

normal Schwann cell characteristics (S100, myelin pro-
tein zero, peripheral myelin protein 22 expression) and
have retained the capacity to myelinate axons (27). The

mouse Schwann cell line MSC80 was maintained in
Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM) supple-
mented with 10% decomplemented fetal calf serum

(Hyclone-Perbio), 1% penicillin, 1% streptomycin
(Gibco), and 1% glutamine. Culture cells were grown at
37�C in a humidified atmosphere of 5% CO2. A siRNA
strategy was also used in 2 human non-Schwann cell

lines: the breast cancer cell line, namely MCF-7 (Michigan
Cancer Foundation-7), and one embryonic kidney cell
line, namely HEK293 (Dr. François Lallemand, Institut

Curie, Saint-Cloud, France). We also analyzed mouse
embryonic fibroblasts (MEF) derived from wild-type mice
and from Nf1�/� mice (Dr. Thomas De Readt, Harvard

Medical School, Boston, MA).

Human mRNAs quantification by real-time RT-PCR:

studied panels
We first quantified the mRNA expression level of the 89

Wnt pathway human genes in a series of 7 dermal neurofi-
bromas, 7 plexiform neurofibromas, and 8MPNSTs (screen-

ing set; N ¼ 22 tumors). The 89 Wnt pathway quantified
genes encode 19 Wnt ligands, 13 Wnt receptors, 32 proteins
involved in canonical Wnt signal transduction, 4 Wnt tran-

scription factors, 10 LEF/TCF–inducible proteins (http://
www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html), and 11
proteins involved in noncanonical Wnt signal pathways

including 4 proteins involved in the planar cell polarity
pathway and 7 proteins in the Wnt/calcium pathway (Sup-
plementary Table S2). The mRNA expression of the 32

markedly differentially expressed genes was then determined
in a larger tumor series including 10 dermal neurofibromas,
31plexiformneurofibromas, and16MPNSTs (validation set:
57 tumors). Expression of 2 major stem cell marker genes

(PROM1 and NKX2.2) and 5 major EMT marker genes
(TWIST1, SLUG, VIM, SNAIL, and CDH1) was also assessed
in the validation set (N ¼ 57 tumors).

We then selected for further study the 24 genes whose
expression in the MPNST group and/or in the plexiform
neurofibroma group markedly differenced (>2-fold) from

that in thedermalneurofibroma group. Expressionof the24
genes was studied in normal human Schwann cells, fibro-
blasts, endothelial cells, and mast cells, in 7 NF1-related
MPNST cell lines, in 4 sporadicMPNSTs, and inNf1þ/þ and

Nf1�/�MEFs. Expression of the 24 genes was also studied in
the 2 human non-Schwann cell lines (HEK293 andMCF-7)
and one mouse Schwann cell line (MSC80) with siRNAs-

mediated NF1 knockdown.
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mRNAs quantification by real-time RT-PCR: method

We first used real-time quantitative RT-PCR to quantify
the mRNA expression of 89 selected Wnt pathway asso-
ciated-genes in a series of MPNSTs and plexiform neuro-

fibromas, by comparison with dermal neurofibromas.
Quantitative RT-PCR is a major alternative to microarrays
for molecular tumor profiling, being far more precise,
reproducible, and quantitative (28). Furthermore, it is

more appropriate for analyzing weakly expressed genes
such as the Wnt genes in this study. Finally, RT-PCR
requires smaller amounts of total RNA (about 2 ng per

target gene), which is more adapted for analyzing small-
sized tumors.
The theoretical and practical aspects of real-time quanti-

tative RT-PCRusing theABI Prism7900SequenceDetection
System (Perkin-Elmer Applied Biosystems) have been
described indetail elsewhere (28).Wequantified transcripts
of 2 endogenous RNA control genes involved in 2 cellular

metabolic pathways, namely TBP, which encodes the TATA
box-binding protein (a component of the DNA-binding
protein complex TFIID) and RPLP0 (also known as 36B4),

which encodes acidic ribosomal phosphoprotein P0. TBP
and RPLP0 were selected as endogenous controls because
the levels of their transcripts in the tumor samples were

low (Ct values between 24 and 26) and high (Ct values
between 18 and 20), respectively. Each sample was nor-
malized on the basis of its TBP (or RPLPO) content. Results,

expressed as N-fold differences in target gene expression
relative to the TBP (or RPLPO) gene, and termed "Ntarget,"

were determined as Ntarget¼ 2DCtsample , where the DCt value

of the sample was determined by subtracting the average Ct
value of the target gene from the average Ct value of the TBP
(or RPLP0) gene (29). The Ntarget values of the tumor

samples were subsequently normalized such that the
mean of the dermal neurofibroma Ntarget values was 1.
Primers for TBP, RPLP0, and the target genes were chosen

with the assistance of the computer programs Oligo 6.0
(National Biosciences). For each primer pair, we performed
no-template control (NTC) and no-reverse-transcriptase

control (RT-negative) assays, which produced negligible
signals (usually >40 in Ct values), suggesting that
primer–dimer formation and genomicDNAcontamination
effects were negligible. RNA extraction, cDNA synthesis,

and PCR reaction conditions have been described
elsewhere (29).

Immunohistochemical study

Formalin fixed, paraffin embedded skin samples were
retrieved from the archive material of the department of
Pathology ofHenriMondorHospital. Hematoxylin–eosin–

saffron (HES) staining and immunohistochemistry were
applied to 3-mm-thick dewaxed sections. Immunostaining
of b-catenin (BD Biosciences Pharmingen) was done using

the Bond max device (Menarini diagnostics, France), at a
1:4,000 dilution after antigen retrieval by heat at pH9. In all
samples, we checked the staining of epithelial (epidermis

or adnexae) and/or endothelial cells as internal positive
controls.

HEK293, MCF-7, and MSC80 cells transfection with

siRNA
To knockdown theNF1 gene, human cell lines (HEK293

and MCF-7) and mouse cells (MSC80) transient transfec-

tions were carried out using Effecten reagent (Qiagen) for
MSC80, and Hiperfect Transfection Reagent (Qiagen)
according to HiPerFect Transfection Reagent Handbook for
human cell lines. SiRNAs were purchased from Qiagen:

mouse siRNA against Nf1 (reference GS18015), human
siRNA against NF1 (reference GS4763), and nontargeted
(NT) siRNAs (negative control reference 1027310). Mouse

Nf1 and human NF1 genes were targeted with 4 different
sequences of siRNA directed against 4 different regions of
the cognate mRNA. We quantified gene expressions at both

mRNA (using real-time RT-PCR) and protein (using West-
ern blot) levels to assess the siRNAs efficacy.

Luciferase reporter assay of b-catenin–mediated Wnt

signaling pathway activation
Luciferase reporter assay was used to determine the Wnt

pathway signaling activity in Nf1 invalidated or in control

(nontargeting; NT) siRNAs MSC80 cells. SuperTOP-Flash-
Luc plasmids were kindly provided by Dr. R T Moon
(University of Washington School of Medicine, Seattle,

WA). One day before transfection, MSC80 cells (1.5 �

105 cells per well) were seeded into 6-well plate and incu-
bated in the DMEM culture medium containing 10%

decomplemented fetal calf serum. SuperTOP-Flash-Luc
plasmid (0.4 mg), the pCMV-b-galactosidase expression
vector (0.1 mg), and siRNAs (25 nmol/L) were mixed with
a solution containing Effecten reagents (0.85 mg/mL) in

DMEM. The mixture was then added to the cells and
incubated overnight. Sixteen hours after transfection, the
medium was replaced by DMEM culture medium contain-

ing 10% decomplemented fetal calf serum. Luciferase activ-
ity was determined using an enzymatic method described
by Massaad and colleagues (30). The b-galactosidase activ-

ity was used for the transfection efficiency normalization.

Protein extraction and Western blot analysis

Cells transfected with NT siRNA or with siRNAs against
NF1 were homogenized in 100 mL ice-cold RIPA buffer [50
mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 0.1% SDS,
0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40, 5 mmol/L EDTA,

pH 8.0, 2 mmol/L phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF;
Sigma-Aldrich), 50 mg/mL leupeptin, 50 mg/mL pepstatin A,
and 50 mg/mL aprotinin]. Protein concentration of the

clarified homogenates (4�C, 15 minutes, 13,500 rev/min)
was determined on all samples using the Bradford protein
assay (Bio-Rad Laboratories). Aliquots of 30 mg of total

protein extracts were used for each sample. Homogenate
proteins were separated on 15% SDS-PAGE gel or on Pre-
cast XT 4% to 12% Bis-Tris Criterion Gel (Bio-Rad) for
neurofibromin and blotted onto polyvinylidene difluoride

membranes. Nonspecific binding sites in the transblots
were blocked at 4�C overnight with 5% bovine serum
albumin (BSA), 0.01% Tween 20 (Invitrogen), TBS, pH

7.4. Membranes were then incubated at room temperature
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for 2 hourswith the following primary antibodies diluted in

a mixture of 5% BSA blocking agent and TBS-Tween 0.1%:
active (dephospho) b-catenin (anti-ABC) clone 8E7 anti-
body (1:1,000), b-catenin antibody (1:1,000), neurofibro-

min antibody (1:1,000), and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) antibody (1:10,000). They were
then incubated at room temperature for 1 hour 30 minutes
with the appropriate secondary antibody diluted in 5%BSA

blocking buffer/TBS-Tween 0.1% (anti-mouse and anti-
rabbit at 1:20,000), followed by ECL Plus Western blotting
detection (Amersham)before exposure to radiographic film

Hyperfilm ECL (Amersham).Western blots were quantified
by means of NIH Image J Software.

Primary antibodies against neurofibromin (rabbitmono-

clonal antibody) were purchased from Santa-Cruz (refer-
ence sc67), mouse total b-catenin (mouse monoclonal
antibody)waspurchased fromBDBiosciences, human total
b-catenin (rabbit polyclonal antibody) was purchased from

Cell Signaling (reference #9562), active-b-catenin (mouse
monoclonal antibody) and GAPDH (mouse monoclonal
antibody)were purchased fromMillipore (reference 05-665

and G8795). Secondary antibodies used for Western blot-
ting were horseradish peroxidase–conjugated goat anti-
mouse and anti-rabbit immunoglobulin G (Millipore).

Statistical analysis
As mRNA levels did not fit a Gaussian distribution, (i)

mRNA levels in each subgroup of samples were expressed as
their median values and ranges, rather than their mean
values and coefficients of variation; and (ii) comparison
and relationships between mRNA levels of the different

target genes were respectively estimated using nonparamet-
ric tests: the Mann–Whitney U test (link between 1 quali-
tative parameter and 1 quantitative parameter) and the

Spearman correlation test (link between 2 quantitative
parameters). Differences between the 2 populations were
judged significant at confidence levels greater than 95% (P <

0.05). In the SuperTOP-Flash Luciferase reporter assay, 2
groups comparisonswere performedby the StudentT test. A
P-value of <0.05 was considered to be statistically

significant.

Results

mRNA expression of 89Wnt pathway genes in 7 dermal
neurofibromas, 7 plexiform neurofibromas, and 8
MPNST NF1-related samples (screening set)

Eight (9%)of the 89 genes (i.e.,WNT1,WNT7A,WNT8A,
WNT8B, WNT9B, DKK4, KREMEN2, and TLE1) showed
very low levels of target gene in dermal neurofibromas,

plexiform neurofibromas, andMPNSTs. Their mRNA levels
were only detectable but not reliably quantifiable by means
of real-time quantitative RT-PCR assays, mainly based on
fluorescence SYBR Green methodology (Ct > 32). Thirty-

two (39.5%) of the 81 remaining genes were expressed at a
different level (>2-fold) in the MPNST group and/or
the plexiform neurofibromas group compared with the

dermal neurofibromas group: 9 genes were deregulated in

the 7 plexiform neurofibromas as compared with the 7

dermal neurofibromas and 30 genes in the 8 MPNSTs as
compared with the 7 dermal neurofibromas (Supplemen-
tary Table S3).

mRNA expression of 32 identified Wnt pathway genes
in 10 dermal neurofibromas, 31 plexiform
neurofibromas, and 16 MPNST NF1-related samples

(validation set)
Expression levels of the 32deregulated genes identifiedby

"screening set" analysis were then determined in 10 dermal

neurofibromas, 31 plexiform neurofibromas, and 16
MPNST samples. Nine (28.1%) of the 32 genes were sig-
nificantly deregulated in the 31 plexiform neurofibromas

as compared with the 10 dermal neurofibromas (P <
0.05; Fig. 1 and Supplementary Table S4): 8 genes were
upregulated (WNT9A, FZD1, SFRP4, SFRP5, TLE2, MYC,
CAMK2B, and PRKCQ) and 1 was downregulated (SFRP1)

in plexiform neurofibromas. These 9 deregulated genes in
plexiform neurofibromas encode 1Wnt ligand (WNT9A), 1
Wnt receptor (FZD1), 4 proteins involved in canonical Wnt

signal transduction (SFRP1, SFRP4, SFRP5, and TLE2), 1
LEF/TCF-inducible protein (MYC), and 2 proteins involved
in the Wnt/calcium pathway (CAMK2B and PRKCQ).

Twenty (62.5%)of the 32 geneswere significantly deregu-
lated in the 16 MPNSTs as compared with the 10 dermal
neurofibromas (P < 0.05; Fig. 1; Supplementary Table S4):

14 genes were upregulated (WT5A, FZD1, FZD8, DKK1,
WIF1, LEF1, ID2, MSX2, SOX9, WISP1, TWIST1, BMP2,
CAMK2B, and PRKCQ) and 6 were downregulated (WNT2,
WNT9A, DKK3, KREMEN1, SFRP1, and TCF7) in MPNSTs.

Figure 1. Diagram depicting P values (horizontal bars) for significant

gene expression differences between MPNSTs and/or plexiform

neurofibromas (PNF) and dermal neurofibromas. Arrows indicate

increased (up arrow) or decreased (down arrow) differential expression.
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These 20 deregulated genes in MPNSTs encode 3 Wnt

ligands (WNT2, WNT5A, and WNT9A), 2 Wnt receptors
(FZD1 and FZD8), 5 proteins involved in canonical Wnt
signal transduction (DKK1, DKK3, KREMEN1, SFRP1, and

WIF1), 2 transcription factors (LEF1 and TCF7), 6 LEF/TCF-
inducible proteins (ID2,MSX2, SOX9,WISP1, TWIST1, and
BMP2), and 2 proteins involved in the Wnt/calcium path-
way (CAMK2B and PRKCQ).

Taken together, our results showed that 4 genes were
specifically deregulated in plexiform neurofibromas, 15
were specifically dysregulated in MPNSTs, and 6 were dys-

regulated in both tumor types.
In the same set of 57 samples, we also examined the

expression of the NF1 gene, and the proliferation-asso-

ciated gene MKI67 that encodes the proliferation-related
antigen Ki-67. NF1 expression was similar in the 3 groups
of tumors whereas MKI67 showed significant overexpres-
sion (30.5-fold) in MPNSTs (P ¼ 0.00005; Fig. 1 and

Supplementary Table S4). This lack of expression differ-
ence for NF1 is probably because of the fact that the NF1

gene is ubiquitously expressed and therefore expressed in

the different cell components of the neurofibromas and
MPNSTs, and that NF1�/� Schwann cells represent only a
fraction of the total Schwann cell population in tumor

samples.
The immunohistochemical studyofb-catenin inMPNSTs

showed a strong diffuse and cytoplasmic staining (Fig. 2). In

contrast, a weaker b-catenin staining was observed in the

plexiform neurofibromas (Fig. 2).

mRNA expression of 32 identified Wnt pathway genes

in paired plexiform neurofibroma andMPNST samples
from 4 patients

Weanalyzed themRNA levels of the 32 deregulated genes
identified by "screening set" analysis in 4 patients from

whom both plexiform neurofibroma and matched MPNST
samples were available. We found a clear decrease in the
mRNA level of WNT9A, DKK3, SFRP4 (all patients), and

WISP1 (patients 1, 3, and 4), upon progression from
plexiform neurofibroma to MPNST (Supplementary Fig.
S2). We also found a clear increase in the mRNA level of

DKK1 (all patients), TLE2, TCF7,WNT2 (patients 1, 2, and
3), and WNT5A (patients 3 and 4) during this transition
(Supplementary Fig. S2).

mRNA expression of the 24 differentially expressed
Wnt pathway genes in 4 non-NF1 (sporadic) MPNSTs

The expression levels of the 24 differentially expressed

Wnt pathway genes were also determined in 4 non-NF1
(sporadic) human MPNST biopsies (Supplementary Table
S5). According with the data obtained in NF1-associated

MPNSTs, the majority of the 14 genes upregulated and of
the 6 downregulated in MPNST biopsies showed a trend to
be also up- and downregulated.

A

B C

Figure 2. Representative immunohistochemical study of b-catenin in MPNST and plexiform neurofibroma. A, this tissue sample shows an area of plexiform

neurofibroma surrounding the MPNST (arrows). The MPNST shows an intense b-catenin staining (left: hematoxylin, eosin, and saffron stain; right:

immunohistochemistry revealed by diaminobenzindine, original magnifications �25). B, the MPNST areas show a diffuse and cytoplasmic expression

of b-catenin (left: hematoxylin, eosin, and saffron stain; right: immunohistochemistry revealed by diaminobenzindine, original magnifications �200).

C, the plexiform neurofibromas show a weak cytoplasmic expression of b-catenin in a proportion of Schwann cells, whereas intratumoral vessels are

strongly stained, taken as internal positive controls (left: hematoxylin, eosin, and saffron stain; right: immunohistochemistry revealed by diaminobenzindine,

original magnifications �200).

Wnt Pathway Activation in NF1 Tumorigenesis

www.aacrjournals.org Clin Cancer Res; 20(2) January 15, 2014 363

on March 21, 2014. © 2014 American Association for Cancer Research. clincancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst November 11, 2013; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-13-0780 

http://clincancerres.aacrjournals.org/
http://clincancerres.aacrjournals.org/


mRNA expression of the 24 differentially Wnt pathway

expressed genes in normal human Schwann cells,
fibroblasts, endothelial cells, and mast cells

Neurofibromas and MPNSTs are both heterogeneous

tumors mainly composed of Schwann cells (60–80%),
together with fibroblasts, mast cells, and endothelial cells
(3). To investigate cell type–specific expression of the 24
previously identified altered genes in NF1 plexiform neu-

rofibromas and/or MPNSTs (Fig. 1 and Supplementary
Table S4), we analyzed their mRNA levels by means of
real-time RT-PCR in normal human Schwann cells, fibro-

blasts, endothelial cells, and mast cells (Table 1). MYC,
CAMK2B, KREMEN1, and BMP2 were similarly expressed
in the 4 cell types, suggesting a ubiquitous expression. TLE2,

DKK3, TCF7, FZD1, FZD8, and DKK1 were similarly
expressed in Schwann cells, fibroblasts, and endothelial

cells, but were not expressed in mast cells. Six of these

24 genes (WISP1,WNT5A, SFRP1, ID2,TWIST1, and SOX9)
were similarly expressed in Schwann cells and fibroblasts,
but were not expressed (Ct > 32) in endothelial cells or

mast cells. WNT2, MSX2, LEF1, SFRP4, and SFRP5 were
Schwann cell–specific, being expressed more than 20
times in the Schwann cells than in the other 3 cell types.
PRKCQ was mainly expressed in endothelial cells and

mast cells, and WIF1 only in Schwann cells and endo-
thelial cells. Finally,WNT9A was endothelial cells specific
(being expressed 10 times more than in the other 3 cell

types). It is noteworthy that the endothelial cells speci-
ficity of WNT9A could explain its expression profile in
NF1 tumors, in particular its overexpression in plexiform

neurofibromas (well-known to be more angiogenic than
the dermal neurofibromas).

Table 1. mRNA expression of 24 identified genes in normal human cells

Mast cells Schwann cells Fibroblasts Endothelial cells

Wnt ligands (n ¼ 3)

WNT2 0.00 0.28a 0.00 0.00

WNT5A 0.00 33.84 39.80 0.20

WNT9A 0.01 0.04 0.03 0.47

Wnt receptors (n ¼ 2)

FZD1 0.03 0.44 1.30 0.13

FZD8 0.00 3.70 0.21 0.87

Wnt signal transduction (n ¼ 8)

DKK1 0.00 486.00 930.00 396.00

DKK3 0.01 3.71 0.64 0.29

KREMEN1 0.03 0.13 0.40 0.10

SFRP1 0.00 0.55 0.27 0.02

SFRP4 0.00 0.83 0.02 0.00

SFRP5 0.00 0.62 0.00 0.03

TLE2 0.00 0.11 0.30 0.41

WIF1 0.00 1.05 0.00 0.60

Wnt transcriptional factors (n ¼ 2)

LEF1 0.00 0.38 0.00 0.01

TCF7 0.00 0.40 0.72 0.20

Lef/Tcf-inducible proteins (n ¼ 7)

ID2 0.18 2.84 17.90 0.19

MSX2 0.00 0.96 0.00 0.04

MYC 0.55 0.82 0.45 0.56

SOX9 0.00 0.93 0.31 0.00

WISP1 0.00 10.65 5.16 0.02

TWIST1 0.00 0.60 7.02 0.01

BMP2 0.40 0.30 5.96 21.38

Noncanonical Wnt signal: Wnt/calcium pathway (n ¼ 2)

CAMK2B 0.60 1.26 0.46 2.46

PRKCQ 2.28 0.08 0.00 1.11

NOTE: The gene mRNA levels (calculated as described in Materials and Methods) were based on the amount of the target message

relative to the endogenous controlTBPmessage, in order to normalize the starting amount andquality of total RNA. Similar resultswere

obtained with a second endogenous control, the RPLP0 gene (also known as 36B4).

Genes indicated in bold were found to be highly expressed as compared with one or several other normal human cells.
aFor each gene, mRNA levels were normalized to the 10 dermal neurofibromas.
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mRNA expression of the 24 differentially expressed

Wnt pathway genes in 7 NF1-associated MPNST cell
lines
The expression levels of the 24 identified genes was

determined in 7 well-characterized NF1-associated MPNST
cell lines, namely NMS-2, NMS-2PC, 88-3, ST88-14, 90-8,
S462, and T265 (Table 2). All genes (except WT9A in
agreement with the fact that it is an endothelial cell–

specific gene) were expressed (Ct < 32) in at least 1 NF1-
associated MPNST cell line. According with the data
obtained in MPNSTs, the majority of the 14 genes upre-

gulated and of the 6 downregulated in MPNST biopsies
was also up- and downregulated (>3-fold the median
value in 10 dermal neurofibromas) in a fraction of the

MPNST cell lines. For example, WT5A, FZD8, DKK1,
WIF1, MSX2, and CAMK2B were upregulated in at least
5 of the 7 MPNST cell lines, whereas WNT2, WNT9A,
DKK3, KREMEN1, and SFRP1 were downregulated in at

least 5 of the 7 MPNST cell lines. These findings confirm

the Schwann cell expression of these genes and their

dysregulation in MPNST tumorigenesis.

Relationship between mRNA levels of 24 differentially

expressed Wnt pathway genes and 2 major stem cell
markers (PROM1 and NKX2.2)

Several studies supported the role of the canonical Wnt
signaling in the formation and maintenance of stem cells

and cancer stem cells (14, 20–22). To explore the possible
involvement of the 24 identified Wnt genes (deregulated in
NF1 tumors) in the formation of cancer stem cells, we tested

the relationship between the expression of these 24 differ-
entially expressed Wnt genes and 2 major stem cell marker
genes, that is PROM1 (also known as CD133) andNKX2-2,

in our series of 57 NF1-associated tumors. PROM1 and
NKX2-2wereoverexpressed (144- and87-fold, respectively)
in MPNSTs (P ¼ 0.0007 and 0.002, respectively; Mann–
Whitney U test) suggesting an increase of the proportion of

cancer stem cells in this malign tumor group. We observed

Table 2. mRNA expression of 24 identified genes in 7 NF1-associated MPNST cell lines

NMS-2 NMS-2PC 88-3 ST88-14 90-8 S462 T265

Wnt ligands (n ¼ 3)

WNT2 0,08a 0.04 0.09 0.32 0.04 0.18 0.44

WNT5A 5.76 11.52 12.65 8.79 1.42 1.13 16.15

WNT9A 0.04 0.00 0.01 0.08 0.20 0.07 0.05

Wnt receptors (n ¼ 2)

FZD1 1.21 0.96 0.44 1.33 0.56 0.21 0.32

FZD8 0.45 3.99 3.56 4.17 6.93 0.22 5.38

Wnt signal transduction (n ¼ 8)

DKK1 868.00 716.00 796.00 6146.00 1252.00 806.00 1648.00

DKK3 0.12 0.10 0.23 0.91 0.17 0.03 0.23

KREMEN1 0.13 0.36 0.12 0.45 0.14 0.05 0.11

SFRP1 0.04 0.14 0.42 0.29 0.28 0.15 0.05

SFRP4 0.02 0.04 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01

SFRP5 2.71 0.70 0.57 0.63 0.00 1.19 0.88

TLE2 0.11 0.35 0.22 0.79 0.67 0.38 0.12

WIF1 35.7 37.4 27.2 96.8 48.3 30.0 25.8

Wnt transcriptional factors (n ¼ 2)

LEF1 0.63 0.98 0.24 0.61 0.33 0.55 0.20

TCF7 0.88 1.00 0.75 1.75 0.77 0.14 0.45

Lef/Tcf-inducible proteins (n ¼ 7)

ID2 3.25 0.41 1.17 0.76 0.35 1.30 0.95

MSX2 38.20 14.00 11.80 8.00 3.28 4.80 2.46

MYC 1.64 1.52 1.59 0.35 1.73 3.96 1.84

SOX9 1.25 4.86 1.80 5.09 2.43 0.24 1.12

WISP1 0.18 0.86 0.11 0.00 1.20 0.12 0.02

TWIST1 1.31 1.20 0.31 3.50 0.71 1.39 0.56

BMP2 0.92 0.96 13.18 5.18 0.86 0.20 4.48

Noncanonical Wnt signal: Wnt/calcium pathway (n ¼ 2)

CAMK2B 12.18 18.36 4.08 0.00 3.54 0.00 3.48

PRKCQ 3.13 0.91 3.36 6.16 1.92 1.95 2.00

NOTE: The genes indicated in bold were found to be differentially expressed.
aFor each gene, mRNA levels were normalized to the 10 dermal neurofibromas.
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Table 3. Relationship between mRNA levels of the 24 identified genes and stem cell marker and EMT

marker genes

Stem cell markers EMT markers

PROM1 NKX2-2 TWIST1 SLUG CDH1

Wnt ligands (n ¼ 3)

WNT2 �0.355a �0.365 þ0.285 NS NS

P ¼ 0.007b P ¼ 0.005 P ¼ 0.03

WNT5A þ0.484 þ0.353 NS NS NS

P ¼ 0.0002 P ¼ 0.007

WNT9A �0.319 �0.406 NS NS NS

P ¼ 0.015 P ¼ 0.002

Wnt receptors (n ¼ 2)

FZD1 NS NS NS NS NS

FZD8 þ0.398 NS þ0.468 NS �0.278

P ¼ 0.02 P ¼ 0.0003 P ¼ 0.03

Wnt signal transduction (n ¼ 8)

DKK1 þ0.610 þ0.385 þ0.318 NS NS

P ¼ 0.000001 P ¼ 0.003 P ¼ 0.015

DKK3 �0.386 �0.413 NS NS NS

P ¼ 0.003 P ¼ 0.0015

KREMEN1 �0.439 �0.327 NS NS þ0.371

P ¼ 0.0008 P ¼ 0.01 P ¼ 0.0046

SFRP1 NS NS þ0.342 NS NS

P ¼ 0.009

SFRP4 NS �0.296 NS �0.337 NS

P ¼ 0.024 P ¼ 0.024

SFRP5 NS NS NS �0.322 NS

P ¼ 0.014

TLE2 NS NS NS NS NS

WIF1 þ0.527 þ0.609 þ0.307 þ0.392 NS

P ¼ 0.00004 P ¼ 0.000001 P ¼ 0.019 P ¼ 0.003

Wnt transcriptional factors (n ¼ 2)

LEF1 NS NS NS NS NS

TCF7 �0.520 �0.400 NS NS NS

P ¼ 0.00006 P ¼ 0.002

Lef/Tcf-inducible proteins (n ¼ 7)

ID2 þ0377 NS þ0.360 NS NS

P ¼ 0.004 P ¼ 0.006

MSX2 þ0.573 þ0.384 þ0.433 þ0.293 NS

P ¼ 0.000007 P ¼ 0.003 P ¼ 0.0009 P ¼ 0.02

MYC NS NS þ0.305 NS NS

P ¼ 0.02

SOX9 NS NS þ0.344 NS NS

P ¼ 0.009

WISP1 þ0.630 þ0.418 þ0.309 þ0.305 NS

P ¼ 0.0000005 P ¼ 0.001 P ¼ 0.018 P ¼ 0.02

TWIST1 NS NS þ1.000 þ0.289 NS

P < 10�7 P ¼ 0.028

BMP2 þ0.291 þ0.314 þ0.377 þ0.505 NS

P ¼ 0.027 P ¼ 0.017 P ¼ 0.0039 P ¼ 0.00009

Noncanonical Wnt signal: Wnt/calcium pathway (n ¼ 2)

CAMK2B þ0.314 NS NS NS NS

P ¼ 0.017

(Continued on the following page)
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high statistical significant positive associations between

PROM1 and NKX2-2, and WNT5A, DKK1, WIF1, MSX2,
andWISP1 (P < 0.01 with both PROM1 and NKX2-2), and
high statistical significant negative associations between

PROM1 and NKX2-2, and WNT2, DKK3, KREMEN1, and
TCF7 (P < 0.01 with both PROM1 and NKX2-2; Table 3).

Relationship between mRNA levels of 24 differentially

Wnt pathway expressed genes and 5 major EMT
markers (TWIST1, SLUG, SNAIL, VIM, and CDH1)
Regulation of the EMT is a crucial step in cancer devel-

opment. TWIST1, an important transcription factor
involved in EMTandupregulated inNF1-associatedMPNST
(19), is also a major LEF/TCF–inducible gene (http://www.

stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html). In conse-
quence, to explore the involvement of the Wnt pathway in
a possible Schwann–mesenchymal transition during NF1
tumorigenesis, we first tested the expression of 5major EMT

markers (TWIST1, SLUG, SNAIL, VIM, and CDH1) in our
series of 57NF1-associated tumors. TWIST1 and SLUGwere
overexpressed (1.6- and 2.1-fold, respectively) in the

MPNSTs (P ¼ 0.005 and 0.001, respectively), whereas
CDH1 was underexpressed (11-fold; P ¼ 0.0006). SNAIL

and VIM showed similar mRNA levels in dermal neurofi-

bromas, plexiform neurofibromas, and MPNSTs. We next
tested the relationship between the expression of the 24
identified Wnt genes and of the 3 differentially expressed

EMT marker genes (i.e., TWIST1, SLUG, and CDH1). We
observed high statistical significant positive associations
(P < 0.01) between TWIST1 and FZD8, SFRP1, ID2,MSX2,
SOX9, and BMP2, between SLUG andWIF1 and BMP2, and

between CDH1 and KREMEN1. CDH1 and KREMEN1

showed a correlated decreased expression in MPNSTs
(Table 3). It is noteworthy that we observed a high statistical

significant positive association between SLUG and both
PROM1 and NKX2-2 (P ¼ 0.0033 and 0.00068,
respectively).

In vitro consequences of NF1 inactivation on Wnt
pathway activation state

To analyze the effects of theNF1 gene inactivation on the
Wnt pathway, we knocked down the expression ofNF1 in 2
human cell lines (an embryonic kidney cell line: HEK293

and abreast adenocarcinoma cell line:MCF-7) and1mouse

Schwann cell line (MSC80) by siRNAs strategy. Cells were
transfected with either a nontargeting siRNA (NT) or a
siRNA directed againstNF1. The efficacy of the knockdown

of the NF1 expression was tested by real-time RT-PCR and
Western blot. In MSC80 cell line, we found a decreasedNf1

expression at both mRNA and protein (neurofibromin)
levels (Fig. 3A). In human cell lines (HEK293 and MCF-

7), a decreased NF1 expression was confirmed at mRNA
level (data not shown).

In the 2 human cell lines (HEK293 and MCF-7), mRNA

expression of 24 Wnt pathway genes (cf. supra) was ana-
lyzed after the knockdown of NF1. Those 2 non-Schwann
cell lines showed no clear Wnt gene expression difference

for the majority of the 14 upregulated and the 6 down-
regulated genes in MPNST biopsies and no difference was
found in the amount of the active as well as the total
b-catenin quantified by Western blot (data not shown).

Similarly, no clear expression difference was found
between the MEFs derived from wild-type mice and the
MEFs derived from Nf1�/� mice, in the majority of the 14

upregulated and of the 6 downregulated genes in MPNST
biopsies (data not shown).

InMSC80Schwann cells, weused aWnt pathway reporter

assay to determine whether the canonical Wnt signaling
pathway was modulated after the knockdown of Nf1. The
silencing of Nf1 increased by 3-folds (P < 0.01) the pro-

moter activity of SuperTOP-Flash-Luc in MSC80 (Fig. 3B).
The knockdownofNf1 did not alter the promoter activity of
SuperFOP-Flash-Luc, a construct that lacks any binding sites
for TCF/LEF transcription factors (Fig. 3B). Furthermore,

the transcript of Axin2, a target gene of Wnt pathway was
increased by2-folds after the silencingofNf1 inMSC80 cells
(Fig. 3C). To assess whether the knockdown of Nf1 altered

the expression of b-catenin at the protein level, we have
quantified by Western blot the amount of the active as well
as the total b-catenin. In MSC80 transfected with the siRNA

against Nf1, we observed a 2-folds increase of the ratio of
active-b-catenin/total-b-catenin compared with the control
cells (Fig. 3D).

Altogether, those data show that the knockdown of
NF1 in Schwann cells enhances the activity of Wnt/b-cate-
nin pathway. Those data suggest cell type–specific

Table 3.Relationship betweenmRNA levels of the 24 identifiedgenes and stemcellmarker andEMTmarker

genes (Cont'd )

Stem cell markers EMT markers

PROM1 NKX2-2 TWIST1 SLUG CDH1

PRKCQ NS NS þ0.260 þ0.312 NS

P ¼ 0.048 P ¼ 0.017

Abbreviation: NS, not significant.
aSpearman correlation coefficient.
bP value, Spearman rank correlation test.

The genes indicated in bold were found to be marked significantly differentially expressed (P < 0.01).
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consequences of NF1 knockdown as Wnt pathway activa-
tion was not observed in epithelial (MCF-7) or kidney

(HEK293) cell lines, or in MEFs cells but only in Schwann
(MSC80) cell lines.

Discussion

WNT signaling pathway orchestrates highly complex
molecular events. Aberrant activationofWntpathway could
trigger cell malignant transformation. In the last 20 years,

involvement of the Wnt pathway has mainly been revealed
in human epithelial malignancies (31). However, the Wnt
pathway may also play a role in tumors of mesenchymal
origin (32).Mesenchymal stemcells could differentiate into

Schwann cell–like cells (33). In this work, we therefore
apprehended the role ofWnt pathway inNF1 tumorigenesis
and more particularly its link with cancer stem cells and

putative Schwann–mesenchymal transition.
Wnt pathway is tightly implicated in the myelination

process elicited by Schwann cells. We have shown that the

selective inhibition of Wnt components by siRNA or dom-
inant negative forms inhibits the expression ofmyelin genes
in mouse Schwann cells (34, 35). Moreover, the activation

of Wnt signaling by recombinant Wnt ligands increases the
transcription ofmyelin genes. Importantly, loss-of-function
analyses in zebrafish embryos show, in vivo, a key role for

Wnt/b-catenin signaling in the initiation of myelination
and inmyelin sheath compaction in the central and periph-

eral nervous systems. Inhibition ofWnt/b-catenin signaling
resulted in hypomyelination, without affecting Schwann
cells and oligodendrocytes generation or axonal integrity

(21). Thus, the dysregulation of this pathway could lead to
either developmental defects or tumorigenesis.

Nine genes were significantly deregulated in plexiform

neurofibromas (as compared with dermal neurofibromas):
8 genes were upregulated and 1 was downregulated
(Table 4). All these genes (except WNT9A, which seems
endothelial cell specific) were expressed in normal and

tumoral Schwann cells (Table 2). Our results show that
among the 3 different Wnt pathways, the canonical Wnt
pathway is mainly involved in plexiform neurofibroma

development with deregulation of genes encoding major
components of this Wnt pathway (Table 4). Little is known
about the relevance of these genes (except MYC) to cancer

biology. A few observations have however described impli-
cations of these genes in several cancer types (36–40). Taken
together, these findings suggest an alteration of the canon-
ical Wnt pathway FZD1/SFRP1/TLE2/MYC in plexiform

neurofibroma development.
Our results also showed a major activation of the Wnt

canonical pathway during the malignant transformation of

plexiform neurofibromas in MPNSTs from NF1 patients.
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Figure 3. Effect of Nf1 knockdown on Wnt pathway in MSC80 cells. A, MSC80 cells were transfected with either siRNA-targeting NF1 or nontargeting siRNA

(NT).Western blots using anti-neurofibromin antibodieswereperfomed to verifyNf1 inactivationat protein level inMSC80cells.GAPDHwasused tonormalize

the Western blots. Results were reproduced in 3 independent experiments, and figures represent a typical experiment. B, MSC80 cells were transiently

cotransfected by the SuperTOP-Flash Luciferase or SuperFOP-Flash Luciferase plasmids with either nontargeting (NT) siRNA or siRNA against NF1.

Luciferase activity was then analyzed. �,P < 0.05, and ��,P < 0.01 by Tukey post hoc tests after one-way ANOVAwhen comparedwith control. C,MSC80 cells

were transfected with either NT or a siRNA against Nf1. Total RNA was extracted and RT-qPCR was performed using specific primer recognizing Axin2. D,

Western blotswere performed using anti-active (dephosphorylated b-catenin) and anti-totalb-catenin antibodies. GAPDHwas used to normalize theWestern

blots. The Western blots were quantified using Image J software (rsb.info.nih.gov).
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Indeed, 20 genes were significantly deregulated in the 16

NF1-relatedMPNSTs and the 7MPNST cell lines (Fig. 1 and
Supplementary Table S4). These deregulated genes encode
molecules mainly involved in the canonical Wnt pathway
(Table 4). Among them, TWIST1 and more recently SOX9

have already been identified asmajor genes involved inNF1
tumorigenesis (19, 41). By using immunohistochemical
analysis, we confirmed an activation of the Wnt canonical

pathway during the malignant transformation of plexiform
neurofibromas in MPNSTs from NF1 patients (Fig. 3).
Wnt pathway expression analysis in a small set of non-

NF1 (sporadic) MPNSTs also suggested an activation of the
canonicalWnt pathway, as in theNF1-relatedMPNSTs.Our
observation confirms previous results showing no differ-

ence in whole transcriptome profiling between sporadic
and NF1-related MPNSTs that both present inactivation of
the 2 NF1 alleles (42).
An activation of the noncanonical Wnt/calcium pathway

was also shown during the malignant transformation of
plexiform neurofibromas in MPNSTs. Finally, our results
showed a total absence of involvement of the second

noncanonical Wnt pathway-planar cell polarity path-
way—both in plexiform neurofibroma genesis, as well as
in MPNSTs.

Very little is known about the link betweenWnt pathway
and receptor tyrosine kinase (RTK) RAS/MAPK and PI3K/
AKT signaling pathways that are activated in NF1 tumori-

genesis via the inactivation of the neurofibromin (encoded
byNF1), which functions as a negative regulator of the RAS
proteins. However, several studies with culture cells showed
that activation of various tyrosine kinases (ERBB2, MET,

and RON) can increase b-catenin signaling (43–45).
Moreover, STI-571 (Glivec), a tyrosine kinase inhibitor,

downregulates the b-catenin–signaling activity and sup-

presses cell proliferation (46). Finally, additional studies
showed that RAS pathway activation can strongly cooperate
with Wnt signaling to drive development of several type of
carcinoma in vivo (47, 48), and that PI3K/AKT pathway can

regulate Wnt signaling in various cancers (49). Our study
emphasizes the potential cooperative link between Wnt
pathway and RAS/MAPK and PI3K/AKT signaling pathways

in NF1-associated tumorigenesis. To translate our observa-
tions into potential therapies, further studies will crucial to
know which pathway(s) are critical for this link.

We confirmed the NF1/WNT pathway crosstalk at the
functional level. We showed that the silencing of the Nf1

gene stimulated Wnt pathway activation in Schwann cell

lines, as in an in vitromodel.Nf1 knockdown induced (i) a
Wnt pathway luciferase reporter assay activation, and (ii) an
increased active-b-catenin/total-b-catenin ratio (Fig. 3).
Our data also suggest Schwann cell–specific consequences

of NF1 knockdown as no significant Wnt gene expression
variation was found in 3 non-Schwann cell types (HEK293,
MCF-7, and MEFs).

We observed a strong association between Wnt pathway
activation and both cancer stem cell reservoir (as judged on
the expression level of stem cell markers PROM1 and

NKX2.2) and Schwann–mesenchymal transition (as judged
on the expression level of EMTmarkers TWIST1, SLUG, and
CDH1; Table 3). It is noteworthy thatNKX2.2 and TWIST1

are major Wnt targets (http://www.stanford.edu/~rnusse/
pathways/targets.html; ref. 50). Several studies suggested
that mesenchymal stem cells could differentiate into
Schwann cell–like cells in physiological conditions (32).

In consequence, activation of Wnt signaling in NF1 tumor-
igenesis could promote the dedifferentiation of the tumoral

Table 4. Major deregulation of the Wnt pathway expression in plexiform neurofibromas and MPNSTs

Plexiform neurofibromas MPNSTs

Human tumor types with previous

described alterations in WNT pathway

components

Wnt canonical pathway: * Upregulated genes

FZD1, SFRP4, SFRP5, TLE2,

and MYC

FZD1, FZD8, DKK1, WIF1, LEF1, MSX2,

ID2, WISP1, BMP2, TWIST1, and SOX9

Neuroblastoma (36), colorectal cancer (37),

and astrocytoma (39), sarcoma (31)
* Downregulated genes

SFRP1 WNT2, SFRP1, DKK3, KREMEN1,

and TCF7

Breast carcinoma (38), Melanoma (40)

b-Catenin-independant Wnt pathway: * Wnt/calcium pathway: upregulated genes

WNT9A, CAMK2B and PRKCQ WNT5A, CAMK2B and PRKCQ Melanoma (42–44)
* Wnt/calcium pathway: downregulated genes

WNT9A

The genes indicated in bold were found altered both in plexiform neurofibromas and in MPNSTs.

The canonical Wnt pathway is mainly involved in plexiform neurofibromas and MPNSTs. Eight genes were significantly upregulated

(WNT9A, FZD1,SFRP4,SFRP5, TLE2,MYC,CAMK2B, andPRKCQ) and one was downregulated (SFRP1) in plexiform neurofibromas

(as compared with dermal neurofibromas). Fourteen genes were significantly upregulated (WT5A, FZD1, FZD8, DKK1, WIF1, LEF1,

MSX2, ID2, WISP1, BMP2, TWIST1, SOX9, CAMK2B, and PRKCQ), and 6 were downregulated (WNT2, WNT9A, SFRP1, DKK3,

KREMEN1, and TCF7) in MPNSTs.
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Schwann cells into tumoral mesenchyme cell-like. During

the process of Schwann cell–mesenchyme transition, cell–
cell adhesion may be downregulated and a mesenchymal
phenotype acquired, associated with increased interaction

with the extracellular matrix and an enhanced migratory
capacity. These mesenchyme cell-like could be character-
ized by a higher ability to self-renew and to induce tumor-
igenesis, both characteristics of cancer stem cells. In this

regard, we previously showed a downexpression of several
key genes in the Schwann cell lineage (ERBB3, ITGB4, and
SOX1) as well as that the deregulation of the Hedgehog

pathway (19).Wnt, Hedgehog, andNotch pathways are the
3major signaling pathways that regulate the proliferationof
both endogenous normal stem cells and cancer stem cells

(22). For example, Clement and colleagues suggest the
Hedgehog pathway is involved in the regulation of the
glioma cancer stem cells (51).

Finally, we assume that activation of the Wnt signaling

pathway in NF1 tumorigenesis could explain the numerous
skeletal manifestations in NF1 patients. Indeed, Wnt sig-
naling is suggested to be the major common pathway

leading to bone formation, with bone morphogenetic
proteins (BMP) as only factors capable of initiating osteo-
blastogenesis frommesenchymal progenitors. Double inac-

tivation of the NF1 gene was observed in bone dysplasia
found inNF1 (52). In this study,we showedupregulation of
BMP2 in MPNST samples. We can hypothesize that activa-

tion of Wnt pathway impaired NF1�/� osteoblasts differ-
entiation, and has a major role in osseous abnormalities
observed in the patients with NF1.

In conclusion, our study reveals that activation of theWnt

signaling pathway is consistently seen in NF1 tumorigen-
esis. Full confirmation of the role of this pathway in NF1
needs further in vivo (animal model) studies. Our results

also suggest that Wnt inhibitors may represent a new

therapeutic strategy for NF1.
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