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Introduction 

 

 
Le système nerveux périphérique (SNP) est une partie du système nerveux composée des 

ganglions et des nerfs à l’extérieur du cerveau et de la moelle épinière. Les nerfs périphériques relient 

les organes du corps (dont les muscles) au système nerveux central (moelle épinière et cerveau). C’est 

par eux que l’information circule. Ces nerfs peuvent être moteurs (transmettant l’ordre aux muscles 

de se contracter), sensitifs (transmettant les sensations de toucher, chaleur, position du corps jusqu’au 

système nerveux central) ou mixtes (sensitifs et moteurs). La connaissance en anatomie du système 

nerveux périphérique a permis la compréhension des divers processus pathologiques, qui peuvent 

léser ce système nerveux à chacun des niveaux qui le constituent et qui conduisent à différents types 

de neuropathies.  

 Le phénotype le plus fréquent est une neuropathie démyélinisante héréditaire, de transmission 

autosomique dominante, dite CMT1 (Charcot-Marie-Tooth de type 1). Elle se manifeste par une force 

musculaire diminuée et une fonte des muscles au niveau des extrémités des jambes (pieds et mollets) 

et plus tardivement, des mains et des avant-bras. Des troubles de l’équilibre et une diminution de la 

sensibilité (au toucher, à la chaleur, au froid…) au niveau des pieds et des mains sont aussi possibles. 

La CMT1 débute la plupart du temps dans l’enfance ou chez le jeune adulte par des difficultés à la 

marche ou des déformations des pieds. La CMT1 est de forme démyélinisante, c’est-à-dire que la 

neuropathie trouve son origine dans l’altération de la gaine de myéline, qui joue un rôle d’isolant 

autour de l’axone permettant l’augmentation de la vitesse de l’influx nerveux.  

La forme de CMT1 la plus fréquente est la CMT1A, impliquant le gène PMP22. Elle représente

30 % des personnes atteintes de CMT qui concerne 1 personne sur 2500, soit environ 30 000 personnes 

en France. La CMT1A se transmet de façon autosomique dominante. Elle est provoquée par une 

duplication du gène PMP22. Ce même gène, lorsqu’il est délété, va entraîner une neuropathie 

héréditaire avec une hypersensibilité à la pression (HNPP) qui est une neuropathie sensitivomotrice, 

héréditaire, focale et récurrente. Les symptômes cliniques classiques sont une hypersensibilité à la 

pression transitoire sans douleur, mais avec des symptômes de déficits moteurs et sensoriels au niveau 

d’un seul nerf ou du plexus brachial. Ces symptômes peuvent être accompagnés de faiblesses et 

d’atrophies musculaires. La plupart des épisodes sont précédés par une petite compression directe du 

nerf qui est affecté, ou bien par un croisement prolongé des jambes. Une mutation ponctuelle sur le 

gène PMP22 va, quant à elle, entraîner soit une HNPP, soit un CMT1 sévère.  

La protéine PMP22 est une glycoprotéine avec un rôle supposé primordial dans la myéline du 

système nerveux périphérique. Sa mauvaise expression peut entraîner les neuropathies citées 

précédemment. Cependant, la fonction exacte de la protéine PMP22 dans la membrane des cellules 

de Schwann (SC) est encore mal connue. Les observations faites chez les patients ou les animaux 

modèles suggèrent une implication de PMP22 dans la formation de la myéline, sa maintenance et sa 

stabilité. Cependant, peu de partenaires d’interaction de la protéine PMP22 ont été mis en évidence. 

En 2006, Amici et ses collaborateurs ont montré que la protéine PMP22 était, chez un individu sain, 

fixée sur le l’intégrine α6β4. Les intégrines sont des protéines ayant des fonctions de récepteurs de 

surface, permettant l’adhérence des cellules avec d’autres cellules ou avec la matrice extracellulaire. 

Toutes les intégrines sont présentes sous forme d’hétérodimères αβ. L’intégrine α6β4 joue un rôle 

important dans la différenciation des CS et dans la myélinisation. Elle interagit avec des constituants 

de la matrice extracellulaire tels que les laminines. 
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Plusieurs questions se posaient alors concernant l’expression de la protéine PMP22 chez les 

patients / animaux modèles ayant des anomalies d’expression de PMP22 et le comportement des 

intégrines lors de la sur-expression de la protéine PMP22 chez les patients CMT1A. 

Pour toutes ces raisons, il nous est apparu intéressant d'étudier l’interaction de PMP22 avec les 

différentes intégrines afin de mettre en évidence un rôle éventuel de ces protéines dans la 

physiopathologie de la maladie de Charcot Marie Tooth de type 1A. 

Après la partie bibliographique rappelant les particularités du SNP, de la protéine PMP22 et des 

intégrines, nous présenterons nos travaux montrant l'impact de la sur-expression de PMP22 sur les 

intégrines α6β1 et α6β4 dans les nerfs périphériques de rats.  
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 Système nerveux périphérique et CMT1A 

 Le système nerveux périphérique 

Le système nerveux est un acteur important dans les évènements de communication et de 

régulation des signaux de l'organisme. Conjointement au système endocrinien, il régule et maintient 

l'homéostasie corporelle. Contrairement au système endocrinien qui achemine lentement son 

message aux effecteurs par l'intermédiaire d'hormones sécrétées dans le sang, le système nerveux fait 

appel à des signaux électriques rapides et spécifiques qui entraînent, dans la majorité des cas, des 

réponses immédiates via les effecteurs glandulaires ou musculaires.  

Le système nerveux fonctionne généralement en trois temps.  

Premièrement, il recueille les fluctuations de l'information sensorielle de l'organisme, engendrées 

par des modifications corporelles internes et externes, acheminées par l'intermédiaire de millions de 

récepteurs sensoriels qui sont retrouvés à l'intérieur du système nerveux périphérique. 

Deuxièmement, il intègre ces messages au niveau du système nerveux central afin de déterminer 

les changements à apporter.  

Troisièmement, il fournit une réponse motrice pour activer les différents effecteurs (muscles ou 

glandes) et restaurer l'homéostasie. 

 

Du point de vue anatomique, le système nerveux est divisé en deux composantes principales. Le 

système nerveux central (SNC) (en rouge sur la Figure 1), qui comprend l'encéphale et la moelle 

épinière, et le système nerveux périphérique (SNP) (en bleu sur la Figure 1) qui, situé à l'extérieur de 

la cavité crânienne et du canal rachidien, est constitué des nerfs issus de ces premières structures.  

 

Figure 1 : Représentation schématique du système nerveux 

Le SNP est classiquement divisé en deux ensembles fonctionnels : le système nerveux autonome, 

qui contrôle les fonctions végétatives et le système nerveux somatique, qui contrôle les fonctions 

conscientes. Le SNP autonome, également nommé le système nerveux viscéral, involontaire ou 

végétatif, innerve les organes internes, les vaisseaux sanguins et les glandes. Comme son nom 

l'indique, il régule les fonctions végétatives (Figure 2). Ainsi, ses actions s'opèrent de façon involontaire 
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et plus ou moins consciente. Les fibres sensorielles autonomes transmettent des informations 

concernant des fonctions végétatives, telles la fréquence cardiaque ou le taux d'oxygène dans le sang 

vers le SNC. Les fibres motrices autonomes, quant à elles, transmettent des ordres moteurs en 

provenance du SNC. Agissant ainsi sur la fréquence des battements du cœur, la sécrétion d'enzymes 

digestives ou encore la contraction des muscles lisses des vaisseaux sanguins.  

L'activité du système nerveux autonome est elle-même régulée par l'intermédiaire de deux 

systèmes appelés sympathique et parasympathique (Figure 2). Le premier permet de mobiliser 

l’organisme dans des conditions de stress par augmentation de l’afflux sanguin et des rythmes 

cardiaque et respiratoire, via la libération de noradrénaline au niveau synaptique. Le second assure le 

maintien des fonctions vitales à l’état basique, le neurotransmetteur associé étant l’acétylcholine.  

Le SNP somatique innerve la peau, les articulations, les tendons et les muscles squelettiques. Il 

achemine d’une part, les informations sensorielles recueillies au sein de ces structures jusqu’au SNC 

via des neurones sensoriels. D’autre part, il transmet, via des neurones moteurs ou motoneurones, les 

commandes motrices émanant du SNC. Celles-ci concernent les mouvements volontaires et les 

mouvements réflexes. 

 

Figure 2 : Organisation schématique du système nerveux périphérique (D’après Neurosciences, Exploring the 

brain, 2nd édition, 2001) 

Sur cette représentation schématique, sont représentés de gauche à droite :  

- Les neurones moteurs somatiques, dont les corps cellulaires sont situés au sein du SNC et qui projettent en 
périphérie (muscles squelettiques et tendons). 

- Les neurones sensoriels, dont les corps cellulaires sont regroupés au sein des ganglions sensoriels crâniens et qui 
projettent d’une part dans le SNC et d’autre part en périphérie (leurs cibles varient en fonction du type de 
neurones). 

- Les neurones moteurs autonomes des voies sympathique et parasympathique. Le système nerveux autonome 
contrôle ses organes cibles par une voie bi-synaptique. Les neurones moteurs, dont les corps cellulaires sont situés 
au sein des ganglions autonomes, projettent vers les organes internes et les glandes et reçoivent des afférences du 
SNC. Les ganglions autonomes sont retrouvés dans les plexus comme le thorax l’abdomen ou le pelvis. 
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 Structure générale du nerf périphérique  

Les neurones ont deux propriétés physiologiques : l’excitabilité, c'est-à-dire la capacité de 

répondre aux stimulations et de convertir celles-ci en impulsions nerveuses, et la conductivité c'est-à-

dire la capacité de transmettre les impulsions. 

Leurs extrémités sont morphologiquement et fonctionnellement spécialisées dans le but de 

collecter des informations provenant d’autres neurones ou de terminaisons sensorielles ainsi que de 

véhiculer et transmettre une réponse adaptée à la cellule cible. 

1.2.1. Architecture des neurones  

Les neurones possèdent les organites nécessaires à leur homéostasie énergétique et leur 

synthèse protéique. Ils sont plus ou moins développés selon leur nature et leur fonction. Leur taille 

varie considérablement. Ainsi, un neurone en grain du cervelet est globulaire et très compact 

(diamètre < 10 μm), alors qu’un motoneurone projetant à grande distance est stellaire et volumineux 

(diamètre = 25-70 μm). 

Leur structure se compose de différents éléments (Figure 3) : 

- Le corps cellulaire, contenant un noyau interphasique volumineux entouré d’un péricaryon de 

taille variable renfermant le réticulum endoplasmique granuleux (corps de Nissl), l'appareil de Golgi et 

des mitochondries transportées vers les dendrites et l’axone. 

- Les dendrites sont plus ou moins nombreuses et présentent une arborisation dichotomique. La 

présence de ribosomes indique l'existence d’une synthèse locale de protéines. Généralement, les 

dendrites ont pour rôle de transmettre l’information jusqu’au corps cellulaire.  

- L’axone, est en général unique et dépourvu de ribosomes. Cependant, il est capable de synthèse 

protéique locale, notamment lors de la régénération nerveuse via des mécanismes de recrutement en 

urgence de ribosomes et d’ARNm sur le site de la lésion (Willis and Twiss, 2006). Qu'ils soient 

myélinisés ou non, les axones des nerfs périphériques sont toujours entourés par des cellules de 

Schwann.  

- Les terminaisons présynaptiques : les axones dialoguent avec leurs cellules effectrices par le 

biais de leurs terminaisons. La majorité de ces connexions sont de type chimique et font intervenir des 

neurotransmetteurs, mais il existe également des synapses électriques correspondant à des jonctions 

de type « communicantes ». Le bouton synaptique est doté des mêmes constituants que le corps 

cellulaire, en particulier de nombreuses mitochondries et un grand nombre de vésicules synaptiques, 

mais peu de ribosomes et pas de lysosomes. 
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Figure 3 : Structure d’un neurone typique 

Un nerf périphérique est constitué d’un ensemble de fascicules au sein desquels se distribuent 

les fibres nerveuses (l’axone et ses CS satellites) (Figure 4). 

Le fascicule est limité par le périnèvre, constitué de couches de cellules périneurales de type 

fibroblastique. Les fascicules sont séparé par des faisceaux de collagène. L’endonèvre correspond au 

tissu conjonctif intrafasciculaire. La moitié de la surface fasciculaire est occupée par les fibres 

nerveuses elles-mêmes. Le reste est composé d’une matrice de collagène de type I, de fluides 

endoneuraux, de fibroblastes et de rares mastocytes et macrophages. Les fascicules nerveux se 

rassemblent dans un tissu conjonctif lâche appelé l’épinèvre, qui assure la fixation et le glissement du 

nerf avec les structures de voisinage. Il contient le réseau vasculaire et lymphatique.  

 

Figure 4 : représentation schématique de la structure d’un nerf (D’après Neurosciences, Exploring the brain, 2nd 

édition, 2001) 
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Figure 5 : Direction de la propagation des influx nerveux moteurs et sensoriels (Tortora and Grabowski, 2001) 

1.2.1.1. Les neurones sensoriels  

Les neurones sensoriels primaires trouvent leur origine dans les cellules de la crête neurale. Leurs 

corps cellulaires localisés dans les ganglions de la racine dorsale (ou ganglions rachidiens) sont 

entourés de petites cellules gliales, les cellules satellites. D’un point de vue morphologique, les 

neurones sensoriels sont pseudo-unipolaires, constituant une sous-classe de neurones bipolaires. Leur 

axone possède deux branches :  l’une se projette à la périphérie et sa terminaison forme un récepteur 

sensoriel, l'autre se projette dans la moelle épinière et achemine l'information au SNC (Figure 5).  

Il existe plusieurs types de fibres, organisées en contingents, qui véhiculent des informations de 

modalités spécifiques provenant des organes sensoriels : les fibres Ia et Ib sont de gros axones 

fortement myélinisés. Ces fibres possèdent une vitesse de conduction très rapide (70 à 120 m/s). Les 

fibres Ia relaient les informations proprioceptives du fuseau neuromusculaire : c’est un 

mécanorécepteur constitué de fibres musculaires modifiées. Il est disposé parallèlement aux fibres du 

muscle et est sensible à l’allongement de celui-ci, il traduit un stimulus mécanique en un message 

nerveux. Les fibres Ib relaient des informations proprioceptives de l’organe tendineux de Golgi. Ce sont 

des corpuscules encapsulés qui contiennent des fibres de collagène en série avec 15-20 fibres 

musculaires. Ce sont des récepteurs sensitifs proprioceptifs. Quand les fibres musculaires se 

contractent, il y a allongement de la jonction musculotendineuse avec rapprochement des fibres de 

collagène dans l'organe tendineux de Golgi, ce qui comprime les terminaisons nerveuses et provoque 

la stimulation des fibres afférentes type Ib. 

 Les fibres Aß sont des fibres myélinisées à conduction rapide (30 à 70 m/s) qui véhiculent les 

informations tactiles extéroceptives (toucher, vibration). Elles pénètrent dans la moelle via le cordon 

spinal latéral. Les fibres A∂ sont faiblement myélinisées (30 à 50 m/s), les fibres C sont amyéliniques 

(0,5 à 2 m/s). Elles véhiculent les informations provenant des terminaisons libres de type 

extéroceptives (sensations provoquées par des stimuli extérieurs) non discriminatives, thermiques et 

nociceptives. Elles entrent dans la moelle par le faisceau spinal-latéral. 

1.2.1.2. Les motoneurones 

Les motoneurones (ou nerfs moteurs) sont des cellules nerveuses dont le corps cellulaire est 

localisé dans la racine ventrale de la moelle épinière et dont les fibres axonales forment des projections 
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hors de la moelle épinière pour contrôler les muscles (directement ou indirectement) (Figure 5). Les 

motoneurones sont des nerfs efférents. Ils véhiculent le signal nerveux de la moelle épinière aux 

muscles afin de produire le mouvement. Un seul motoneurone peut innerver de nombreuses fibres 

musculaires (cellules musculaires). Ils sont caractérisés par leur très grande taille. Leur axone est 

myélinisé et possède un fort calibre. Les neurones moteurs sont cholinergiques, c'est-à-dire qu'ils 

utilisent l'acétylcholine comme neurotransmetteur pour médier la contraction des muscles. 

L'acétylcholine est synthétisée par l'enzyme choline acétyltransférase et est concentrée dans des 

vésicules synaptiques par un transporteur vésiculaire. L'acétylcholine est libérée dans l'espace 

synaptique suite à une stimulation assez forte pour induire un potentiel d'action. Cette stimulation 

est le résultat de synapses reliant les neurones moteurs avec d'autres neurones du SNC, dont 

notamment les neurones moteurs supérieurs (transmission glutamatergique). 

Les neurones moteurs sont séparés en 3 catégories : les motoneurones α, les motoneurones β et 

enfin les motoneurones γ.  

Les motoneurones α innervent les fibres musculaires extrafusales localisées tout le long du 

muscle (fibres musculaires contractiles sur toute leur longueur). Leurs corps cellulaires sont situés dans 

la corne antérieure de la moelle. En plus de la contraction volontaire des muscles squelettiques, les 

neurones moteurs α contribuent au tonus musculaire (force continue générée par les muscles non 

contractés pour s’opposer à l’étirement). Quand un muscle est étiré, les neurones sensoriels à 

l’intérieur du fuseau neuromusculaire détectent le degré d’étirement et envoient un signal vers le 

système nerveux central. Le système nerveux central, à son tour, active les motoneurones α dans la 

moelle épinière, qui contractent les fibres musculaires extrafusales afin de résister à davantage 

d’étirement. Ce processus est aussi nommé le réflexe d’étirement.  

Les motoneurones β innervent les fibres musculaires intrafusales (plus fines que les fibres 

musculaires squelettiques). 

 Les motoneurones γ innervent les fibres intrafusales présentes dans le fuseau neuromusculaire. 

L’activation des neurones γ contracte les fibres musculaires accélérant ainsi le réflexe d’étirement et 

activant les neurones sensoriels.  

 Les composants des nerfs périphériques 

1.3.1. Les axones 

D’un point de vue anatomique, les axones sont la première ligne de transmission du système 

nerveux et vont former des faisceaux de nerfs. Certains axones peuvent avoir des tailles dépassant 

1 mètre, tandis que d’autres ne vont mesurer qu’un millimètre. Les axones les plus longs du corps 

humain sont ceux que l’on retrouve au sein du nerf sciatique. Ils partent de la base de la moelle 

épinière et finissent au niveau du gros orteil de chaque pied. Le diamètre des axones est lui aussi 

variable. Pour la plupart, les axones ont, tout de même, des dimensions microscopiques (typiquement 

autour d’un micromètre de diamètre) et transmettent des signaux sous forme de potentiels d’actions, 

qui sont de légères impulsions électrochimiques voyageant rapidement le long de l’axone en partant 

du corps cellulaire pour finir là où l’axone forme des contacts synaptiques avec les cellules cibles.  

La caractéristique définissant son potentiel d’action est qu’il répond au mécanisme du « tout ou 

rien », chaque potentiel d’action généré par un axone a essentiellement la même taille et la même 

forme de signal. Cette caractéristique de « tout ou rien » permet au potentiel d’action d’être transmis 

tout au long de l’axone à un autre sans aucune réduction d’amplitude. 
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Au repos, le potentiel transmembranaire est d’environ -70mV : c’est le potentiel de repos. Le 

potentiel d’action est constitué d’une succession d’événements :  

- Une dépolarisation transitoire et locale de cet état de repos, d’une amplitude spécifique 

de +100 mV, le potentiel de la membrane interne passant de -70 à +30 mV.  

- Une repolarisation de la membrane interne dont le potentiel repasse à -70mv 

- Une hyperpolarisation, où le potentiel diminue plus qu’à l’état basal (-80 mV), pour 

ensuite retourner à -70 mV. Durant ce temps on ne peut plus induire d’autre potentiel 

d’action, c’est la période réfractaire.  

Lorsqu’un potentiel d’action apparaît à un endroit donné de l’axone, la portion voisine qui lui a 

donné naissance entre en période réfractaire, ce qui l’empêche d’être excitée à son tour. Cette période 

réfractaire est expliquée par la désensibilisation des canaux sodiques dépendant du voltage.  

En revanche, la portion voisine qui n’a pas encore présenté de potentiel d’action commence à 

être excitée. Cette excitation provient de petits courants électriques très locaux qui s’établissent entre 

portion excitée et portion non encore excitée. De proche en proche se créent donc les conditions de 

naissance d’un potentiel d’action à côté de la portion qui est en train de réaliser le potentiel d’action 

(propagation régénérative). Ainsi, la période réfractaire explique l’unidirectionnalité de l’influx 

nerveux, depuis le cône d’émergence jusqu’à ses extrémités, les terminaisons synaptiques.  

Quand un potentiel d’action atteint un terminal présynaptique, il active le processus synaptique 

de transmission. La première étape consiste en l’ouverture rapide des canaux calciques situés dans la 

membrane de l’axone permettant ainsi aux ions calcium de se déverser brutalement à l’intérieur de la 

synapse. L’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium provoque la fusion des 

vésicules (de petits containers entourés par une membrane lipidique) remplies de neurotransmetteurs 

chimiques avec la membrane axonale, leur permettant ainsi de déverser leur contenu dans l’espace 

extracellulaire (Figure 6). Le neurotransmetteur est libéré par l’axone présynaptique par exocytose. 

 

Figure 6 : Structure typique d’une synapse chimique (Image dérivée d'une image de Thomas Splettstoesser) 

Ce neurotransmetteur diffuse alors jusqu’aux récepteurs membranaires de la cellule cible, 

permettant leur activation. En fonction du neurotransmetteur libéré et des récepteurs activés, les 

effets sur la cellule cible vont être, soit activateur, soit inhibiteur, soit une modification de son

métabolisme. Cet ensemble d’évènements se produit en moins d’un millième de seconde, après quoi 

un nouvel ensemble de vésicules est mis en position aux abords de la membrane présynaptique dans 

l’attente d’une libération lors du potentiel d’action suivant.  

Il existe deux types d’axones dans le système nerveux central et le système nerveux périphérique : 

les axones myélinisés et non myélinisés. La myéline est une couche isolante formée par les cellules 

gliales, les CS (SNP) ou les oligodendrocytes (SNC). 
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1.3.2. La glie 

Outre les neurones, le SNP comme le SNC comportent d’autres types cellulaires, la majorité étant 

des cellules gliales. Ces cellules sont définies comme des cellules de soutien établissant un contact 

direct avec les neurones. Leur fonction de soutien à l’égard des neurones comprend à la fois un rôle 

nourricier et un rôle protecteur. Les cellules gliales exercent de multiples fonctions durant le 

développement, dans le traitement et la transmission de l’information (Allen and Barres, 2009; Rousse 

and Robitaille, 2006). Le SNP compte plusieurs types de cellules gliales : les cellules satellites, les 

cellules des capsules frontières et les CS (Jessen and Mirsky, 2005). Les cellules satellites sont des 

cellules gliales associées aux corps cellulaires des neurones sensoriels et sont présentes uniquement 

dans les ganglions sensoriels. Les cellules des capsules frontières constituent une population gliale 

présente de manière temporaire à l’interface SNC/SNP, aux points d’émergence des nerfs crâniens et 

des racines des nerfs spinaux (Maro et al., 2004).  

Les CS sont les principales cellules gliales du SNP (Lobsiger et al., 2002). Leur rôle premier est la 

formation de myéline autour des prolongements des neurones périphériques, comme le font les 

oligodendrocytes dans le SNC. Par contre, comme tous les axones du SNP ne sont pas entourés d'une 

gaine de myéline, les CS peuvent être myélinisantes ou non, mais sont toujours en association étroite 

avec les axones. Les CS non myélinisantes sont des CS matures qui ne forment pas de gaine de myéline. 

Elles entourent les axones de petit calibre et les isolent les uns des autres par leur cytoplasme. Une CS 

non myélinisante entoure de multiples petits axones non myélinisés. Pour les axones plus larges, il 

s’agit de CS myélinisantes qui vont s’associer avec l’axone dans une relation 1:1 pour former une gaine 

de myéline multilammellaire. Les CS myélinisantes entourent chacune un seul axone (relation 1:1) et 

s'enroulent en spirale multicouches autour de lui, formant ainsi une gaine de myéline qui isole l’axone 

du milieu extérieur (Figure 7). Une spirale serrée, composée d’une double épaisseur de membranes 

plasmiques fusionnées se forme, le cytoplasme de la CS étant éliminé de la plupart des espaces 

existants entre les couches membranaires. La zone de transition entre les gaines de myéline de deux 

CS adjacentes porte le nom de nœud de Ranvier. 
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Figure 7 : Cellule de Schwann formant une gaine de myéline (Nave, 2010)  

La myéline compacte (en violet clair) sert d’isolant tandis que la partie non compacte (violet foncé) est en continuité avec le 
cytoplasme de la cellule gliale permettant d’amener les nutriments au plus près du péri axone (jaune). Les incisures de 
Schmidt-Lanterman correspondent à des zones de myéline non compacte superposées et reliées par des jonctions 
communicantes (gaps junctions) 

 En situation normale, l’influx électrique se propage le long de l’axone myélinisé en « sautant » 

d’un nœud de Ranvier au suivant (la gaine de myéline ayant une fonction d’isolant électrique). En 

imposant une conduction saltatoire à l'influx nerveux, la gaine de myéline permet la propagation plus 

rapide des potentiels d'action sur l'axone qu'elle entoure. L’épaisseur de la gaine de myéline dépend 

du nombre de couches (ou lamelles) enroulées autour de l’axone, qui peut présenter jusqu’à 300

couches de membrane (Nave, 2010).. La membrane plasmique de ces cellules contient des lipides et 

des protéines. La distinction entre les CS matures formant ou non une gaine de myéline semble être 

régulée par le calibre de l'axone avec lequel elles sont en contact. En effet, des CS non myélinisantes 

peuvent être dirigées vers la myélinisation par des axones de gros calibre en régénération (Aguayo et 

al., 1976; Weinberg et al., 1975). Chaque CS possède une lame basale externe nette qui la sépare de 

l’endonèvre 

1.3.2.1. La lame basale 

La Lame basale entourant les cellules de Schwann fait partis des composants de la matrice 

extracellulaire. La lame basale est entourée d’une matrice fibrillaire externe. L’ensemble lame basale 

et matrice fibrillaire externe est appelé membrane basale. La lame basale est constituée 

d’hétérodimères de laminine, de collagènes, de nidogènes et de protéoglycanes. Les cellules de 

Schwanns myélinisantes et non myélinisantes sont entourées par la lame basale. La lame basale joue 

un rôle important dans les mécanismes d’initialisations de la myélinisation et dans les processus de 

myélinisations (Court et al., 2006). Les constituants de la lame basale évoluent de manière très précise 

conjointement aux différentes étapes de différenciations des cellules de Schwann et semblent aussi 

en être les régulateurs (Podratz et al., 1998).  

1.3.2.2. Structure de la gaine de myéline 
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La gaine de myéline est organisée en domaines fonctionnels responsables de la propagation 

saltatoire du potentiel d’action et de l’interaction entre l’axone et les CS. On distingue les régions 

nodale, paranodale, juxtaparanodale et internodale (Figure 8). 

 

Figure 8 : Coupe longitudinale schématique d’une fibre myélinisée autour du nœud de Ranvier (Poliak and 

Peles, 2003) 

L’internœud, le juxtaparanœud (JXP), le paranœud, et le nœud sont représentés respectivement en mauve, bleu, violet et 
orange. Le nœud est en contact avec les microvillosités des CS. Les fibres myélinisées du SNP sont entourées par une lame 
basale. La région paranodale forme des jonctions étroites cloisonnées avec l’axone. La région juxtaparanodale est située entre 
la myéline compacte et le paranœud. La région internodale s’étend à partir de la région juxtaparanodale sous la myéline 
compacte.  

La gaine de myéline correspond à l’empilement de multiples couches de membrane plasmique 

gliale. La gaine est formée par enroulement de la cellule de Schwann autour de l’axone, et sa 

composition est donc essentiellement lipidique (environ 70 %).  

1.3.2.3. La région nodale 

Dans les fibres nerveuses myélinisées, chacun des bords latéraux d’un segment de myéline 

compacte est encadré par une interruption courte de la gaine de myéline correspondant à la région 

nodale. Cette zone permet aux CS de relier leur cytoplasme périnucléaire avec la couche la plus interne 

de la myéline (Figure 8). La couche la plus externe de la myéline, grâce à ses villosités, plonge au sein 

du nœud, et entre en contact avec les couches les plus internes de la myéline. La taille de la région 

nodale varie en fonction du diamètre de la fibre axonale selon une relation curviligne qui est alors 

optimisée pour des vitesses de conduction nerveuse maximales (Salzer, 1997). La taille du nœud de 

Ranvier est comprise entre 1 et 2 µm alors que la région internodale peut être supérieure à 1,5 

millimètre de long. La région nodale axonale possède une structure moléculaire particulière, lui 

permettant d’assurer l’existence des flux d’ions transmembranaires nécessaires à la propagation 

saltatoire du message nerveux. Au niveau nodal, on retrouve en effet, une forte concentration de 

canaux Na+ voltages dépendants, dépassant les 1200 unités/µm2 (Poliak and Peles, 2003).  

L’espace nodal est occupé par des microvillosités issues de la partie externe de la cellule de 

Schwann. Les microvillosités de deux cellules adjacentes sont reliées par des jonctions serrées (Poliak 

et al., 2002), même s’il existe une certaine perméabilité à ce niveau.  

1.3.2.4. La région paranodale 
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Les régions paranodales sont localisées directement de part et d’autre du nœud de Ranvier et 

correspondent à des boucles de membrane gliale contenant du cytoplasme, s’enroulant en spirale 

autour de l’axolemme auquel elles sont étroitement connectées. Les jonctions observées à ce niveau 

sont régulièrement espacées. Les jonctions paranodales se mettent en place relativement tard au 

cours de la myélinisation, tout d’abord par interaction de la boucle correspondant à la couche de 

myéline la plus externe avec l’axone, les autres boucles s’attachant ensuite graduellement (Tao-Cheng 

and Rosenbluth, 1983). On y retrouve des structures comme les boucles paranodales, correspondant 

aux extrémités latérales des couches membranaires internodales et formant des saccules 

cytoplasmiques interagissant entre eux et avec l’axone. 

1.3.2.5. La région juxtaparanodale 

Le juxtaparanœud correspond à la région jouxtant la zone interne des domaines paranodaux. On 

y a caractérisé la présence d’hétéromultimères de canaux K+ de la famille Shaker (Wang et al., 1993), 

qui colocalisent au niveau de l’axolemme juxtaparanodal avec Caspr2, un second membre de la famille 

Caspr (Poliak et al., 1999), et Tag1, une protéine CAM de la famille des contactines (Traka et al., 2002). 

La concentration de canaux K+ au niveau juxtaparanodal pourrait assurer un maintien du potentiel 

de repos de la membrane axonale internodale et peut-être de protéger les axones en évitant des 

excitations indésirables de l’axone (Chiu and Ritchie, 1984; Vabnick et al., 1999). Ces canaux 

permettrait aussi  de médier la communication axogliale (Altevogt et al., 2002; Fields and Stevens-

Graham, 2002).  

1.3.2.6. L’internœud 

Au niveau internodal, la myéline est essentiellement de type compact, c’est-à-dire que cette zone 

est dépourvue de cytoplasme et que les couches membranaires adjacentes forment des contacts 

étroits assurant la compaction de la gaine.  

Au sein de la gaine de myéline compacte internodale existent par ailleurs des zones de myéline non 

compacte, nommées incisures de Schmidt-Lanterman) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Schéma de sections longitudinales et transversales de fibres myélinisées 
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On retrouve face au mésaxone interne le juxtamésaxone et face aux incisures de Schmidt-Lanterman, la juxtaincisure au 
niveau axonal (Salzer, 2003). 

Ces incisures forment des canaux de cytoplasme traversant l’épaisseur de la gaine de myéline. 

Elles se mettent en place lors de la formation de la gaine de myéline, et assurent ainsi l’existence d’une 

voie de diffusion reliant la zone périaxonale de la cellule gliale avec sa région périnucléaire (Arroyo and 

Scherer, 2000).  

Les CS forment également de nombreuses jonctions autotypiques au niveau des zones de myéline 

non compacte. Le premier type de jonctions observées sont des jonctions dites adhérentes (Fannon et 

al., 1995) (Figure 10A). Elles sont basées sur l’interaction homotypique d’E-cadhérine, molécule 

dépendante du calcium. Au niveau intracellulaire, la E-cadhérine interagit avec la β-caténine qui la 

connecte au cytosquelette, plus particulièrement aux filaments d’actine. Le deuxième type de 

jonctions présentes à ce niveau de la myéline correspond aux jonctions serrées (Tetzlaff, 1982) (Figure 

10B), qui favorisent l’existence de domaines membranaires spécialisés au niveau des cellules 

épithéliales en limitant la fluidité de la membrane. Elles assurent également une perméabilité sélective 

aux molécules. Les protéines impliquées dans ces jonctions sont les claudines, dont plusieurs membres 

de cette famille de protéines transmembranaires sont impliqués dans les différentes structures de la 

myéline non compacte (Poliak et al., 2002). Le dernier type de jonctions autotypiques observé est la 

jonction communicante localisée au niveau des incisures et des boucles paranodales (Tetzlaff, 1982) 

(Figure 10C). Elle est composée de deux connexons formant un canal entre les deux compartiments 

cytoplasmiques adjacents, favorisant les échanges d’ions et de diverses molécules de faible poids 

moléculaire. Chaque jonction communicante est un ensemble de 6 connexons composé de connexines 

pour les jonctions communicantes au niveau des CS (Scherer et al., 1995).  

 

Figure 10 : Les trois types de jonctions autotypiques de la myéline non-compacte, les jonctions adhérentes, 

serrées et communicantes font intervenir la E-cadhérine interagissant respectivement avec la ß-caténine, les 

claudines et les connexines. D’après Oguievetskaia et al., 2005  

Les internœuds représentent 99 % des zones d’interaction entre axones et CS. L’interaction 

axogliale y est relativement uniformément répartie, avec une séparation de 15 nm entre la membrane 

plasmique de la cellule de Schwann et l’axolemme.  

De plus, il existe deux structures spécialisées au niveau de l’axone, liées à la présence des zones 

de myéline non-compactes : le juxtamésaxone et la juxtaincisure. 
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Le mésaxone interne est en continuité avec la spirale paranodale. Le juxtamésaxone serait donc 

la continuation internodale des régions para et juxtaparanodales. De même, la juxtainscisure est une 

structure en anneau reproduisant l’organisation moléculaire des incisures de Schmidt-Lanterman 

(Arroyo et al., 1999).  

L’organisation extrêmement stéréotypée des fibres myélinisées suggère une régulation fine du 

processus de myélinisation au cours du développement des nerfs. La voie de différenciation des CS 

permettant d’aboutir à la formation des gaines de myéline comprend différentes étapes nécessitant 

notamment un dialogue avec les axones et une régulation complexe de l’expression génique des 

cellules gliales.  

1.3.3. Les autres cellules de l’endonèvre  

 

Figure 11 : Constituants cellulaire de l’endonèvre d’un nerf périphérique (Mizisin and Weerasuriya, 2011)  

Un fascicule de nerf entouré par le périnèvre (Peri). Ce fascicule est constitué de fibres myélinisées (MF) et de fibres 
amyéliniques (UMF), de vaisseaux (V) et de fibroblastes (F). On ne voit pas sur cette figure les péricytes, les macrophages 
résidents ni les mastocytes. 

1.3.3.1. Les macrophages 

Le nerf périphérique normal possède une population de macrophages résidents représentant 

environ 2 à 9 % de la population totale des cellules du nerf (Griffin et al., 1993). Dans un nerf intact, 

près de la moitié de la population des macrophages résidents subirait un remplacement par les 

macrophages hématogènes tous les 3 mois (Mueller et al., 2003). Ces macrophages résidents assurent 

une surveillance immunitaire du milieu endoneurial. Lors d’une lésion, ils produisent différentes 

molécules inflammatoires qui stimulent leur prolifération et l’entrée de macrophages hématogènes 

dans le nerf (Mueller et al., 2001).  

1.3.3.2. Les cellules endothéliales des parois des vaisseaux sanguins 
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Les vaisseaux sanguins ont un rôle d’irrigation en sang des nerfs du SNP. Les cellules endothéliales 

des parois des vaisseaux sanguins représentent environ 7 % du total des cellules de l’endonèvre 

(Murinson, 2005). 

1.3.3.3. Les mastocytes 

Comme les macrophages résidents, à l’image de la microglie du SNC, les mastocytes sont des 

patrouilleurs pouvant initier la réponse inflammatoire innée à la suite d’un traumatisme physique ou 

d’une infection du SNP. 

1.3.3.4. Les fibroblastes endoneuraux 

Les fibroblastes mettent en place la matrice de collagène qui soutient les cellules et les axones. 

Ils procurent de la souplesse et une force de résistance aux nerfs face aux pressions mécaniques. Ils 

sont situés entre les fibres nerveuses, à proximité des vaisseaux sanguins, sous le périnèvre et 

parallèlement aux cellules périneurales (Figure 12). Leur corps cellulaire présente un aspect fuselé, 

avec de longs et fins prolongements cytoplasmiques. Ils ne sont pas associés aux axones et n'ont pas 

de lame basale continue, ce qui les distingue des CS et des cellules périneurales. 

 

Figure 12 : Biopsie de nerf humain normal. (Richard et al., 2012)  

Les fibroblastes endoneuraux sont des cellules fusiformes éparpillées entre les fibres nerveuses (flèche). Microscopie 
électronique coupe transversale. 

Lors d’une lésion du nerf, les CS reçoivent un signal provenant des fibroblastes, leur apportant 

ainsi l'impulsion nécessaire pour former un amas de cellules au niveau de l'extrémité nerveuse lésée 

(Parrinello et al., 2010). Lors d’une lésion axonale ou démyélinisante, il a été observé que les 

fibroblastes endoneuraux peuvent se différencier en cellules phagocytaires. Les observations de 

Schubert et Friede (Schubert and Friede, 1981) et celles de Stevens et al. (Stevens et al., 1989) 

suggèrent que les fibroblastes endoneuraux peuvent devenir des macrophages en conditions 

pathologiques. 
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 Les constituants moléculaires de la gaine de myéline 

1.4.1. Les Protéines 

1.4.1.1. Trois glycoprotéines principales  

La myéline est constituée de 3 glycoprotéines principales ayant un rôle important dans la 

formation, la maintenance et dans la dégénérescence des feuillets de myéline. Deux d’entre elles, 

PMP22 et P0 sont des composants de la myéline compacte du système nerveux périphérique. La 

troisième, la glycoprotéine associée à la myéline : MAG (myelin associated glycoprotein) est localisée 

au sein des feuillets membranaires, différents de la myéline compacte. Elle a une fonction dans 

l’interaction axone-glie à la fois dans le système nerveux central et dans le système nerveux 

périphérique (Figure 13). 

 

Figure 13 : Principales glycoprotéines de la myéline compacte (Quarles, 2002) 

1.4.1.1.1. La glycoprotéine P0, la principale protéine de la 

myéline du système nerveux périphérique 

P0 est une glycoprotéine de 30 kDa qui représente environ la moitié des protéines de la myéline 

compacte du système nerveux périphérique. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de type I, 

avec un unique domaine « immunoglobulin-like » extracellulaire, ainsi qu’un site unique de N-

glycosylation (Figure 13). Les glycanes situés au niveau de P0 sont très hétérogènes (Gallego et al., 

2001). Nombre d’entre eux sont sulfatés et contiennent des oligosaccharides terminés par un acide 

sialique ou un acide glucuronique sulfaté. L’acide glucuronique sulfaté de P0 est une partie clé de 

l’épitope carbohydrate HNK-1 impliqué dans les adhérences  cellules-cellules (Voshol et al., 1996).  
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P0 est la protéine principale responsable de la compaction de la myéline en promouvant 

l’adhérence entre deux couches de myélines adjacentes (Xu et al., 2000). Les souris, chez lesquelles 

l’expression de P0 a été éliminée par recombinaison homologue, développent de sévères neuropathies 

démyélinisantes avec une prédominance de myéline non compactée (Katrin Adlkofer et al., 1995; 

Martini et al., 1995; Xu et al., 2000). En effet, P0 stabilise le contact entre deux feuillets de myéline par 

des interactions homophiliques. Grâce à des études de cristallographies (Inouye et al., 1999) et, plus 

récemment, par des études expérimentales (Hasse et al., 2004), il a été démontré que P0 peut interagir 

avec d’autres P0 au travers de trans-interactions adhésives homophiliques. 

1.4.1.1.2. MAG pour myelin associated glycoprotein 

MAG est un constituant mineur de la myéline, représentant 0,1 % des protéines de la myéline du 

SNP. C’est une glycoprotéine appartenant à la superfamille des immunoglobulines. MAG possède deux 

transcrits (L-MAG et S-MAG) résultant d’un épissage alternatif. Les deux isoformes sont identiques 

dans leurs domaines extracellulaires et transmembranaires mais diffèrent au sein de leurs domaines 

cytoplasmiques. Chez les rongeurs, L-MAG est surtout exprimée lors du développement que ce soit 

embryonnaire ou post-natal. Son expression décline peu de temps après la fin du développement post-

natal dans le SNP et le SNC. L-MAG disparait presque complétement du SNP. Dans le SNC et le SNP, S-

MAG est l’isoforme prédominante. Cette différence d’expression a d’importantes conséquences sur la 

transduction du signal initialisée par MAG en tant que récepteur de surface des cellules myélinisantes. 

MAG est requise pour l’initialisation de la myélinisation, et la maintenance de la myéline adulte 

(Llorens et al., 2011).  

MAG peut interagir avec certains types de collagènes, elle influence la formation de fibres de 

collagènes (Bachmann et al., 1995). Sur les CS, MAG n’est détectable qu’après le premier tour de gaine 

de myéline autour des axones. Après la formation de la myéline, MAG n’est retrouvée que dans la 

région périaxonale des axones myélinisés et est exprimée dans la région paranodale des feuillets 

myéliniques. MAG joue un rôle important dans la stabilisation des contacts entre les axones myélinisés 

et les processus gliaux (Schachner and Bartsch, 2000). MAG est aussi impliquée dans l’initialisation de 

la myélinisation du SNC uniquement. En effet, il a été démontré que les oligodendrocytes avaient 

besoin de MAG pour initialiser la myélinisation, mais pas les CS. Il a aussi été démontré que MAG joue 

un rôle dans la maintenance à long terme de la myéline. En effet, sur les souris invalidées en MAG, des 

structures en bulbe d’oignons issues de phénomènes successifs de myélinisation suivis de 

démyélinisations ont été observés. Les CS de ces mêmes souris ont été caractérisées comme 

immatures et non myélinisantes. Les mutations sur la protéine MAG sont généralement associées à 

des paraplégies spastiques héréditaires.  

1.4.1.1.3. PMP22 

PMP22 étant le sujet central de cette thèse, une partie lui est réservée. Partie 1 Chapitre 2 

1.4.1.2. Autres protéines de la myéline  

1.4.1.2.1. MBP 
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La protéine MBP (myeline basic protein) est majoritairement exprimée dans le SNC. Cependant, 

elle représente entre 5 et 15 % des protéines de la myéline du SNP (Benjamins and Morell, 1978). Cette 

protéine est exprimée dans la région compacte de la myéline. On pense que MBP participe, avec la 

glycoprotéine P0, à la maintenance et à la compaction de la myéline du SNP (Martini et al., 1995). MBP 

n’est exprimée que de manière tardive lors de la myélinisation (Garbay et al., 1989). Ce n’est qu’à la 

fin de l’étape de promyélinisation, lorsque les CS synthétisent une grande quantité de membrane 

destinée à former la gaine de myéline mature, qu’il y a accumulation de MBP (en même temps que 

PMP22 et P0). Les niveaux d’expression des ARNm de PMP22, P0 et MBP au cours de la myélinisation 

au sein du nerf sciatique de souris sont très similaires (Notterpek et al., 1999). Au cours du 

développement du nerf sciatique de la souris, le ratio entre une isoforme de MBP de 14-kDa et celui 

d’une autre de 18,5-kDa passe de 0,13 au 3ème jour après la naissance à 1,25 chez l’adulte. Ceci 

montre que le mécanisme d’épissage alternatif, par lequel les différentes isoformes de MBP sont 

produites, est régulé lors du développement, et suggère que ces deux isoformes ont un rôle différent 

lors de la myélinisation (Matthieu et al., 1973). 

1.4.1.2.2. P2 

« Peripheral myelin protein 2 » : PMP2 (également nommée P2 ou Fabp8) fait partie des 

composants majeurs de la myéline. Cependant, son rôle demeure inconnu. Les niveaux d’expression 

de cette protéine sont très variables, que ce soit entre les espèces, mais aussi entre des fibres pourtant 

du même organisme, et même entre des fibres isolées provenant du même nerf. Le gène PMP2 est 

constitué de 4 exons codant une petite protéine de 14,8-kDa (Narayanan et al., 1991) composée d’un 

tonneau de feuillets β de 10 brins antiparallèles servant de cœur hydrophobique pour la fixation de 

ligand, le tout entouré d’une surface hydrophile. La cavité permettant la fixation du ligand est 

recouverte d’un couvercle « hélice-boucle-hélice » (Majava et al., 2010) qui dépasse partiellement au-

dessus de la surface de la membrane (Ruskamo et al., 2014). Il a été démontré que PMP2 est capable 

de fixer le cholestérol, l’acide oléique et le rétinol (Maddalo et al., 2010; Sedzik and Jastrzebski, 2011; 

Uyemura et al., 1984). PMP2, tout comme MBP, est une petite protéine membranaire périphérique 

basique de la myéline. Des études montrent que ces deux protéines de la myéline pourraient avoir une 

fonction similaire, voire même interagir entre elles afin de compacter les membranes myéliniques 

(Suresh et al., 2010). PMP2 a un profil d’expression unique en comparaison des autres protéines de la 

myéline du SNP. Premièrement, elle a été identifiée comme présente uniquement dans certaines CS 

(Trapp et al., 1979). Puis elle a été identifiée dans le cytoplasme des CS. Enfin, il a été démontré que 

PMP2 est exprimée avant MPZ et MBP après un « crush » du nerf périphérique (LeBlanc and Poduslo, 

1990). Dans les feuillets de la myéline, PMP2 est plus fortement exprimée dans la myéline associée à 

des axones de larges diamètres en comparaison de la myéline associée à des axones de diamètre moins 

important (Zenker et al., 2014).  

1.4.1.2.3. La connexine 32 (Cx32) 

A l’origine, la connexine de 32 kDa n’avait pas été identifiée comme une protéine myélinique. Ce 

n’est que lorsque la mutation du gène de Cx32 sur le chromosome X humain a été associée à une 

neuropathie périphérique héréditaire (la maladie Charcot-Marie-Tooth de type X) qu’un rôle de la Cx32 

dans la formation et la maintenance de la myéline périphérique a été proposé (Bergoffen et al., 1993). 
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La Cx32 est exprimée dans de nombreux tissus, y compris dans le système nerveux (Kumar and Gilula, 

1996; Spray and Dermietzel, 1995). La Cx32 est une protéine transmembranaire avec 4 domaines 

hydrophobes (Bennett et al., 1991; Bruzzone et al., 1996). Ces protéines sont des composants des 

jonctions Gap (ou jonctions communicantes). La jonction communicante est un assemblage de 

quelques dizaines à quelques milliers de canaux qui traversent les deux membranes cellulaires, en 

formant des plaques jonctionnelles. Toutes les molécules solubles dans l'eau, inférieures à 1 200 Da  

peuvent la traverser : c'est la taille d'exclusion des jonctions communicantes (Bruzzone et al., 1996). 

Des analyses immunohistochimiques ont montré que la Cx32 est principalement exprimée dans la 

myéline du système nerveux périphérique, au sein de la région paranodale et au sein des incisures de 

Schmidt-Lanterman (Miyazaki et al., n.d.; Scherer et al., 1995). En se fondant sur cette localisation, la 

Cx32 a été proposée comme protéine constituante des jonctions Gap entre les différents feuillets 

myéliniques générés par les cellules de Schwann procurant un raccourci au travers des régions non 

compactes de la myéline. Un autre rôle possible de la Cx32 dans la formation du SNP est la formation 

de jonctions Gap entre les axones myélinisés et les cellules de Schwann, ceci pouvant jouer un rôle 

dans la régénération nerveuse suivant une transsection (Dezawa et al., 1998). 

1.4.1.2.4. Les intégrines de la myéline 

Les intégrines représentent un sujet central de cette thèse, un chapitre leur est donc réservé au 

chapitre 4. 

1.4.2. Les lipides  

 Chez les mammifères et les non mammifères, les lipides représentent entre 72 et 78 % de la masse 

sèche de la myéline du SNP. Durant la phase active de myélinisation, les cellules de Schwann génèrent 

une quantité énorme de lipides durant une période de temps relativement court. La membrane de la 

myéline est unique en son genre. Cependant, ce ne sont pas les espèces lipidiques qui la composent 

qui la rendent originale mais plutôt les proportions de ces espèces lipidiques (Table 1) . 

  Pourcentage en lipide par rapport aux lipides totaux 

Lipides 

Myéline Membrane 

plasmique 

du foie 

Membrane 

plasmique 

du globule 

rouge 

Membrane de 

mitochondrie 

(membrane 

interne et 

externe) 

Réticulum 

endoplasmique 

Bactérie E. 

coli 

Cholestérol 22 17 23 3 6 0 

Phosphatidyléthanolamine 15 7 18 28 17 70 

Phosphatidylsérine 9 4 7 2 5 Traces 

Phosphatidylcholine 10 24 17 44 40 0 

Sphingomyéline 8 19 18 0 5 0 

Glycolipides 28 7 3 Traces Traces 0 

Autres 8 22 13 23 27 30 

  Membranes externes Membranes internes  

 Eucaryotes Procaryotes 

Table 1 : composition approximative en lipides de différentes membranes cellulaires de Molecular biology 

of the cell (Garland Science 2008) 

Les lipides les plus importants de la myéline sont le cholestérol et les glycolipides. Ces lipides sont 

capables de former une organisation serrée permettant la compaction de la myéline. 
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Le cholestérol représente entre 20 et 30 % du total des lipides du système nerveux périphérique. Dans 

les nerfs sciatiques de souris et de lapin, le cholestérol s’accumule continuellement à partir de la néo-

myélinisation et durant les différentes périodes de la maturation myélinique (Juguelin et al., 1986; 

Yates and Wherrett, 1974). Cette accumulation est corrélée au rôle de ce lipide dans la stabilisation et 

la compaction des membranes myéliniques multilamellaires. En effet, le cholestérol est impliqué dans 

une grande quantité de processus intracellulaires requérant une dynamique de membrane particulière 

comprenant la formation de « raft » ou des transductions de signal. Dans le système nerveux 

périphérique, les CS synthétisent tout le cholestérol dont elles ont besoin pour la myélinisation (Fu et 

al., 1998). Des niveaux élevés de cholestérol sont indispensables pour l’expression de gènes codant 

des protéines indispensables pour la myélinisation et sa compaction comme P0 (Saher et al., 2009).  

Parmi les glycolipides de la myéline, les galactosylcéramides et les sulfatides, avec de longues chaines 

d’acides gras, sont les lipides les plus typiques de la myéline. Un défaut sur la voie de synthèse de ces 

lipides peut induire une neuropathie héréditaire sensorielle et autonome de type 1 (HSAN-1), il s’agit 

d’une neuropathie axonale conduisant à une perte de sensibilité progressive et de sévères ulcères 

(Bejaoui et al., 2001). Quand les galactosylcéramides et les sulfatides sont incorporés dans les feuillets 

de la myéline, ils sont stabilisés par de multiples interactions dans toutes les directions possibles 

(Fitzner et al., 2006). Pourtant, la myéline est fluide. En effet, les lipides doivent pouvoir se déplacer 

de manière latérale jusqu’à rejoindre des régions riches en cytoplasme, où l’endocytose est possible 

et où le transport vésiculaire est initialisé. En effet, l’enzyme lysosomale, responsable du catabolisme 

des galactosylcéramides et des sulfatides, n’est pas présente dans la myéline elle-même, mais au sein 

des corps cellulaires des oligodendrocytes les lipides doivent faire un long trajet en arrière avant leur 

dégradation. Ces deux lipides paraissent jouer le rôle de stabilisateur de la myéline (Schmitt et al., 

2014). 

 La dynamique de la myéline 

1.5.1. Origine embryonnaire 

Les CS myélinisantes et non myélinisantes sont dérivées des cellules de la crête neurale à partir 

de précurseurs se différenciant en CS matures myélinisantes et non myélinisantes (Figure 14). Les 

facteurs de croissance, les molécules d’adhérence et les facteurs de transcription sont associés à 

chaque stade du développement (Jessen and Mirsky, 2005; Woodhoo et al., 2009).  

Le développement des CS passe par différentes étapes liées en grande partie aux interactions 

avec les axones (Figure 14). Le rôle des CS n'est pas restreint à l'enrobage de l'axone mais implique 

aussi la production de la matrice extracellulaire (MEC) entourant chaque axone et composant les nerfs. 

Les CS sécrètent de la laminine ainsi que plusieurs collagènes, notamment de types I, III et IV, et cette 

sécrétion produit la membrane basale qui entoure chaque axone (Bunge and Bunge, 1986). Elles sont 

aussi responsables de la formation et du maintien des nœuds de Ranvier, ainsi que de l'intégrité de 

l'axone (Martini, 2001). Elles jouent aussi un rôle très important lors de la régénération du SNP 

(Terenghi, 1999).  
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Figure 14 : Schéma du processus de maturation des CS (Mizisin and Weerasuriya, 2011) 

Le développement embryonnaire des CS comprend plusieurs stades : les cellules de la crête neurale, les précurseurs de CS et 
enfin les CS immatures. Le destin de ces cellules dépend du diamètre de l’axone auquel elles sont associées et de facteurs 
neuronaux. La différenciation est réversible lorsque l’interaction neurone/Schwann est perdue (flèches en pointillé). 

L’encadré vert indique les marqueurs des CS myélinisantes, l’orange présente ceux des CS non myélinisantes, le bleu, les 
facteurs spécifiques aux CS non myélinisantes. Le passage du stade cellule de Schwann immature à cellule de Schwann 
myélinisantes se fait grâce à un équilibre dans la régulation des facteurs. 

1.5.1.1. Des CS embryonnaires aux CS matures 

Durant la myélinisation, les protéines Krox-20, MAG, P0, MBP, PMP22, plasmolipine et 

galacterocérébroside sont fortement exprimées par les cellules de Schwann myélinisantes (Figure 14). 

Le passage au dernier stade de différenciation est aussi caractérisé par l’inhibition de l’expression des 

molécules exprimées au stade des CS immatures, telles que L1, NCAM et le récepteur des 

neurotrophines p75. Ces molécules demeurent cependant exprimées dans les CS non myélinisantes. 

Les CS immatures se différencient en CS matures myélinisantes et non myélinisantes en fonction des 

axones auxquelles elles sont associées. En effet, toutes les CS immatures sont considérées comme 

ayant un potentiel équivalent à myéliniser ou non (Jessen and Mirsky, 2005; Nave and Salzer, 2006). 

L’engagement dans le processus de myélinisation est dicté par les axones.  

Le signal de myélinisation est porté par les axones eux-mêmes. La molécule clé de ce signal est 

NRG1. NRG1 type III est présente à la surface des axones et la quantité exprimée, elle-même 

dépendante du diamètre axonal, dicte le devenir des CS associées aux axones. Les axones exprimant 

un fort niveau de NRG1 (les axones moteurs et une partie des axones sensoriels) sont myélinisés par 

les CS, tandis que les axones exprimant un faible niveau de NRG1 ne le sont pas (Taveggia et al., 2005).  

D’autre part, l’épaisseur de la gaine de myéline est elle aussi fonction du diamètre axonal. Et c’est 

encore NRG1 qui contrôle ce paramètre. Le taux de NRG1 pourrait en effet être un indicateur 

permettant aux CS de sonder la taille de l’axone et de former une gaine de myéline conséquente 

(Michailov et al., 2004).  
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1.5.2. Etablissement de la myéline 

1.5.2.1. Initialisation de la formation de la gaine de myéline 

Le passage de cellules de la crête neurale en CS myélinisantes se déroule en plusieurs étapes 

impliquant des variations d’expression de nombreuses protéines de la myéline. (Snipes and Suter, 

1995). L’expression de certains facteurs de transcription est indispensable pour une bonne initiation 

de la formation de la gaine de myéline (Figure 15).  

 

Figure 15 : Facteurs influençant la différenciation les CS vers un phénotype myélinisant (Jessen and Mirsky, 

2005) 

L’expression du facteur de transcription Krox 20 est notamment impliquée dans cette maturation des 

CS puisque son inactivation va empêcher l’enroulement des CS autour des axones et bloque 

l’expression des protéines de la myéline inhibant la formation de celle-ci (Topilko et al., 1994). Le 

diamètre axonal est aussi un signal clé pour la myélinisation par les CS. Le diamètre seuil est assez 

invariable et se situe autour de 1µm, tout comme l’est le ratio diamètre de l’axone / (diamètre de 

l’axone + myéline). Cette valeur est appelée « g ratio » et est approximativement de 0,68. De plus, 

l’expression des gènes liés à la myéline est contrôlée par les principaux régulateurs de la transcription 

que sont SOX 10, KROX20/Egr2, OCT6/Pou3fl (Bermingham et al., 1996; Finzsch, Schreiner, Kichko, 

Reeh, Ernst R Tamm, et al., 2010; Topilko et al., 1994). Cependant, plus récemment, il est devenu 

évident que leurs activités sont aussi associées à des voies de régulations impliquant des remodelages 

de la chromatine, des modifications d’histones, et de la méthylation de l’ADN (Liu and Casaccia, 2010). 

Par ailleurs, le taux de transcription de gènes impliqués dans la myéline et l’abondance des protéines 

correspondantes ne sont pas forcément corrélés, comme si des régulateurs des ARN affectaient la 

stabilité des ARNm (Barca-Mayo and Lu, 2012). Ensemble, ces études ont mis en lumière que le 

programme des cellules pour la myélinisation implique à la fois des activations de transcription de 
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gènes liés à la myéline et une dépression simultanée des facteurs empêchant leur transcription (Liu 

and Casaccia, 2010; Swiss et al., 2011).  

1.5.2.2. Engagement dans le processus de myélinisation 

L’engagement dans le processus de myélinisation est sous le contrôle de deux réseaux 

transcriptionnels antagonistes régulés par les signaux axonaux (Figure 16) (Jessen and Mirsky, 2005; 

Svaren and Meijer, 2008), l’un « myélinisant » et l’autre « démyélinisant ». 

 

Figure 16 : Deux programmes transcriptionnels s’affrontent au sein des CS pour le contrôle de l’engagement 

dans la myélinisation (Svaren and Meijer, 2008) 

Les facteurs de transcription principaux activant ou inhibant le processus de myélinisation, ainsi que leurs relations les uns 
par rapport aux autres sont représentés sur ce schéma. Les signaux promyélinisants et démyélinisants émanent, pour la 
majorité d’entre eux, des axones eux-mêmes. 

Ainsi OCT-6/SCIP, BRN2 et SOX10 (régulant Krox- 20/EGR2) appartiennent au « circuit 

myélinisant » et constituent la colonne vertébrale du circuit de régulation de la myélinisation, alors 

que le circuit antagoniste de la régulation de Krox-20/EGR2 (aboutissant à la démyélinisation) est sous 

le contrôle de c-jun et SOX2 (Cosgaya et al., 2002). OCT-6 et BRN2 sont des membres de la famille des 

protéines POU, protéines de transcription ayant conservées un homéodomaine, c’est à dire un groupe 

d’acides aminés capable de fixer l’ADN. L’acronyme POU est dérivé du nom de trois facteurs de 

transcription : Pituitary-specific (PIT1), Octamer transcription factor proteins OCT-1 and OCT-2, and 

Neural Unc-86 [149]. L’expression d’OCT-6 est elle-même régulée par des signaux en provenance de 

l’axone, telle la neuroréguline-1 de type III (Brückner, 2011). 

Krox-20/EGR2 est un membre de la famille des gènes EGR (early growth factor). Dans les cellules 

de Schwann embryonnaires (à l’initiation du processus de myélinisation), il est co-exprimé avec Krox-

24/EGR1. En revanche, un mois après la naissance, il n’est plus exprimé qu’au niveau des cellules de 

Schwann myélinisées, Krox-24/EGR1 n’étant plus exprimé qu’au niveau des cellules de Schwann non 

myélinisées (Wegner and Stolt, 2005). EGR1 pourrait ainsi réguler l’expression de p75NTR (exprimé 

par les cellules de Schwann non myélinisées), un autre élément crucial à l’obtention d’une 

myélinisation optimale (Monuki et al., 1993). Krox-20/EGR2 représente une cible majeure de OCT-6 et 

de BRN2, et l’activation de Krox-20 est rendue possible par le biais du mSCE (myelin-associated 

Schwann cell enhancer) (Peirano et al., 2000). 
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SOX10 est une molécule appartenant à la classe des E des facteurs SOX (Schlierf et al., 2002) ; elle 

est exprimé à toutes les étapes du développement des cellules de Schwann (Phillips and Luisi, 2000). 

SOX10 active Krox-20, mais active également OCT6 et BRN2 qui jouent le rôle à leur tour, d’activateurs 

d’expression du gène Krox-20/EGR2 (Cosgaya et al., 2002). Toutefois, OCT-6 pourrait également se 

comporter comme un « limitateur de fonction » d’autres protéines exprimées dans la myéline, comme 

MPZ (myelin protein zero) et MBP (Myelin basic protein) (Jurevics and Morell, 1994). D’ailleurs, SOX10 

est également requise pour l’expression embryologique du gène MPZ, et porte plusieurs sites 

promoteurs de ce gène (Verheijen et al., 2003).  

Un autre élément fondamental dans le processus de myélinisation est la coordination de la 

synthèse intra-nerveuse des lipides, puisque ces derniers sont présents en quantité abondante pour 

former la structure de la gaine de myéline. Ainsi, la plupart du cholestérol requis n’est pas exogène, 

mais est tout simplement produit sur place (Melcangi et al., 1999). Par ailleurs, lors d’un processus de 

myélinisation ou après lésion nerveuse, il a été établi que la biosynthèse des lipides était tout à fait 

coordonnée dans le nerf (Magnaghi et al., 2007). Certains facteurs connus pour réguler la biosynthèse 

des acides gras et du cholestérol, comme SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), sont 

également exprimés dans les cellules de Schwann lors du processus de myélinisation. SREBP est requis 

pour la myélinisation (Magnaghi et al., 2001). 
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 PMP22 

La protéine PMP22 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée au niveau des internœuds 

de la myéline. Elle représente 2 à 5 % du total des protéines de la myéline du SNP (Snipes, 1992; 

Welcher et al., 1992). Son importance fonctionnelle est mise en évidence par le fait qu’une duplication 

du gène de PMP22 va entrainer un désordre héréditaire du nerf appelé maladie de Charcot-Marie-

Tooth et qu’une délétion de PMP22 va entrainer une neuropathie héréditaire avec hyper sensibilité à 

la pression (HNPP). Cependant le rôle de PMP22 n’est toujours pas clairement établi et on ne 

comprend pas bien sa pathogénie dans les CMT et les HNPP.  

 Le gène PMP22  

Au sein du génome humain, PMP22 est localisé sur le chromosome 17q11.2 (Figure 17 A) Il s’agit 

d’un gène de 40 kb composé de 6 exons conservés chez les humains comme chez les rongeurs dont 4 

sont codants et 2 sont non-codants (Figure 17 C).  

 

Figure 17 : Le chromosome 17, la région entourant PMP22, le gène PMP22 

A) Représentation schématique du chromosome 17 humain contenant le gène PMP22.  
B) Zoom sur la région de 1,4 Mb entourant PMP22 (en bleu les gènes produisant des ARN non codants et en noir les gènes 
codants).  
C) Structure détaillée du gène PMP22, l’exon 1a contient un promoteur exprimé majoritairement au sein des SC, l’exon 1b 
contient un promoteur exprimé dans les cellules non neurales. 

L’induction de PMP22 est régulée par plusieurs facteurs de transcription,  notamment par Egr2 

(early growth response 2), élément clé de la régulation des gènes de la myéline lors du développement 

embryonnaire (Decker et al., 2006). Sox 10 quant à lui, est nécessaire lors de plusieurs étapes de 

développement des cellules de Schwann pour activer le gène PMP22. (Finzsch, Schreiner, Kichko, Reeh, 

Ernst R. Tamm, et al., 2010).  

Il existe en amont du gène de PMP22 des régions critiques à sa régulation. En effet, une région 

intronique de 11kb, qui est dirigée à la fois par Egr2 et Sox 10 a été mise en évidence (Jones et al., 

2012). 
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 Epissage alternatif de PMP22 

A ce jour, ce sont 6 variants issus d’épissages alternatifs qui ont été mis en évidence (Tableau 1) 

(Suter et al., 1994; Visigalli et al., 2016). Le variant 1 est le plus exprimé dans l’organisme avec une très 

forte expression dans le SNP (Figure 18). Le variant 2 est plus ubiquitaire, on le retrouve dans le SNC 

mais aussi dans les reins (Suter et al., 1994) (Figure 18) (Tableau 1).  

Les variants 1 et 2 sont exprimés grâce à deux promoteurs qui leur sont spécifiques situés dans 

l’exon 1a et 1b (Figure 17 C).(Suter et al., 1994). Les variants 4,5 et 6 ont été identifiés très récemment 

(Visigalli et al., 2016). Bien que plus faiblement exprimés que le variant 1, les auteurs ont démontré 

qu’ils étaient spécifiques au SNP (Figure 18). Les variants d’épissage 1, 2 et 3 codent la même protéine 

de 18 kDa alors que les variants 4, 5 et 6 codent une nouvelle isoforme de PMP22 de 13kDA (Visigalli 

et al., 2016).  

Nom Combinaison d’exons  GenBank Ensembl Taille 

(pb) 

Tissus de la 1ère 

identification  

Variant 1 Ex1a‒Ex2‒Ex3‒Ex4‒Ex5 NM_000304.3 ENST00000312280 1810 Moelle épinière 

Matière blanche  

Nerf 

Variant 2 Ex1b‒Ex2‒Ex3‒Ex4‒Ex5 NM_153321.2 ENST00000395938 1817 Reins 

Cellules HeLa 

Placenta 

Cerveau 

Variant 3  Ex2‒Ex3‒Ex4‒Ex5 NM_153322.2 ENST00000426385 1669 Non déterminé 

Variant 4 Ex1a‒Ex4‒Ex5 KR259962 ENST00000494511 871 Hypothalamus 

Matière blanche 

Variant 5  Ex1a‒Ex2‒Ex3‒Ex4‒
Ex4.1 

KR259963 ENST00000428538 565 Placenta 

Variant 6 Ex1b‒Ex2‒Ex3‒Ex4‒
Ex4.1‒Ex5 

KR259964 ENST00000395936 816 Placenta 

Tableau 1 : liste des 6 variants de PMP22 humain 

 

Figure 18 : Comparaison des niveau d’expression des ARNm des 6 variants de PMP22 au sein de 3 différents 

tissus (Visigalli et al., 2016).  

 La protéine PMP22 

PMP22 appartient à la famille des claudines. Cette famille est associée à une large variété de 

processus cellulaires (Simske, 2013) tels que des récepteurs d’adhérence ou impliqués dans le trafic 

paracellulaire. PMP22 partage plus de 20 % d’homologie de sa séquence d’acides aminés avec celle de 

la claudine-1, une protéine membranaire identifiée comme un composant majeur des jonctions 
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étroites (Simske, 2013). Pour les variants majoritaires 1,2 et 3, PMP22 est une protéine à 4 domaines 

transmembranaires (comme la claudine) mais pour les variants minoritaires 4, 5 et 6, PMP22 serait 

alors une protéine à 2 domaines transmembranaires. 

Nous allons nous intéresser au variant 1 qui représente la forme très majoritaire de PMP22. Il 

s’agit d’une glycoprotéine de la myéline du système nerveux périphérique. C’est aussi un constituant 

de jonctions intercellulaires de l’épithélium. Chez l’humain et le bovin, il s’agit d’une protéine de 160 

acides aminés et 161 chez le rat. Cette protéine est hautement conservée entre les espèces. On y 

observe une homologie de séquence de 87 % entre humain et souris ainsi qu’entre humain et rat 

(Figure 19).  

 

Figure 19 : Comparaison des séquences d’acides aminés de la protéine PMP22 entre différentes espèces. 

(Humain, Chimpanzé, rat, souris, xénope et poisson zèbre) 

Les séquences ont été alignées en utilisant clustal O (1.2.1). En noir apparaissent les acides aminés conservés 

chez les 6 espèces, en gris foncé les acides aminés conservés chez au moins 3 espèces, en gris clair les acides 

aminés conservés chez au moins deux espèces. 

Cependant, en ce qui concerne sa structure tridimensionnelle, la protéine PMP22 n’a, à ce jour, 

pas pu être cristallisée. Cependant nous connaissons tout de même sa structure putative : 4 domaines 

transmembranaires et deux domaines extracellulaires. Cette protéine dispose d’un segment amino-

terminal hydrophobe fonctionnant comme un peptide d’initialisation de transfert permettant de 

diriger l’expression de PMP22 à la membrane. Ce peptide n’est pas clivé, indiquant que la protéine 

traverse de part en part la membrane. Les domaines transmembranaires représentent la majorité de 

la protéine (Figure 20).  
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Figure 20 : Représentation topologique de la protéine PMP22 (Simske, 2013) 

L’expression de PMP22 augmente au moment du contact entre l’axone et les cellules de Schwann 

myélinisantes (Suter et al., 1992). Cette variation d’expression doit cependant être régulée avec 

précision. PMP22 est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique rugueux, il s’agit d’une 

protéine précurseur de 18kDa. Juste après sa synthèse, PMP22 est temporairement retenue au sein 

des compartiments du réticulum endoplasmique ainsi que dans l’appareil de Golgi (Pareek et al., 1993; 

Ryan et al., 2002). Ces organites permettent diverses modifications post traductionnelles comme des 

glycosylations avant de rejoindre la membrane plasmique. Cependant, en raison de la complexité de 

sa N-glycosylation une large majorité de protéines PMP22 nouvellement synthétisées va être dégradée 

(70 % sur des cellules de Schwann de rat ou des co-cultures de cellules de Schwann de rats et 

neurones)(Ryan et al., 2002). Donc, seule une petite proportion de PMP22 est transportée à la surface 

cellulaire. Il a été démontré que la glycosylation complexe de PMP22 permettait de prévenir sa 

dégradation et permettait son transport à la surface de la cellule (Pareek et al., 1997). Au sein du 

réticulum endoplasmique, PMP22 est associée à la calnexine. La calnexine agit comme une chaperonne 

pour le bon repliement de PMP22 (Dickson et al., 2002).  

La protéine PMP22 est surtout exprimée dans les feuillets de myéline compacte dont elle 

représente entre 2 et 5 % des protéines (Mobley et al., 2007) (Figure 21). La protéine PMP22 est 

exprimée par les cellules de Schwann myélinisantes mais aussi par les ganglions de la racine dorsale. 

PMP22 est aussi exprimée au sein d’autres tissus comme les cellules de la crête neurale, des nerfs 

crâniaux, le cœur, l’intestin et la cochlée dans lesquelles elle pourrait être impliquée dans des 

processus cellulaires liés au développement et à la différenciation tissulaire (Taylor et al., 1995). En 

effet, en modulant les niveaux de PMP22 il a été montré que PMP22 jouait un rôle dans le cycle 

cellulaire (Zoidl et al., 1995).  
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Figure 21 : Localisation de l’expression de la protéine PMP22 

Coupe ultrafine de fibre nerveuse myélinisée de nerf de rat immuno-marqué spécifiquement avec un anticorps anti-PMP22 
(protocole immunogold) (échelle 500 nm) 

Beaucoup de domaines protéiques de PMP22 n’ont pas encore été identifiés. Le seul domaine 

confirmé à ce jour est le domaine de N-Glycosylation situé sur l’asparagine 41 de PMP22 les autres 

sont encore putatifs. 

La protéine PMP22 disposerait de 2 sites de fixations de cations divalents (Myers et al., 2008). 

Ces sites de fixations se trouveraient dans les boucles extracellulaires de PMP22. De plus, la myéline 

est riche en Zn(II) et en Cu(II) ; il est donc très probable que la fixation de ces ions influencerait le 

repliement de la protéine PMP22 au sein de la cellule. En effet, il a été montré récemment que la 

fixation de ces ions métalliques était thermodynamiquement couplée à la formation de la structure 

tertiaire des protéines (Schlebach et al., 2015). Les auteurs ont aussi montré que PMP22 n’est pas 

correctement et complétement repliée en l’absence de ces ions. Cependant, on ne sait pas encore 

précisément où se trouvent ces sites de fixations sur la protéine PMP22.  

Certains sites peuvent être prédits par des méthodes d’identification de motifs. Une séquence 

motif est une séquence d’acides aminés ayant une signification biologique.  

Ces autres domaines sont listés dans le tableau ci-dessous : 
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Motifs  Number of 

motif 

repetition 

Coordinates Sequences 

Penicillin binding motif 2 47-49, 57-59 SGN, SPN 

N-glycosylation 1 41-43 NCS (confirmed) 

C-glycosylation 2 39-42, 140-143 WQNC, WVAF 

CRAC motif 1 147-159 LLSQVIRVILRKR 

Phosphorylation by PKC motif 1 118 - 120 TVR 

Phosphorylation by CK2 motif 1 57 - 60 SPNE 

Multifunctional binding motif 

in transcription regulation 

1 2-6 LLLLL 

SUMOylation motifs 1 152-155 IYVI 

Cleavage site of hemaglutinin 2 92-95, 157-159 KGGR, RKR 

Prenylation site 1 109-112 CVMS 

Immunoreceptor tyrosine-

based inhibition motif, ITIM, 

KTIM 

1 151-156 VIYVIL 

Table 2 : motifs de séquence identifiés sur la séquence de la protéine PMP22. (Sedzik et al., 2013) 

 Les interactions de PMP22 

La protéine PMP22 est capable d’interagir avec d’autres protéines PMP22 au travers 

d’interactions trans-homophiliques médiées par la première boucle extracellulaire (Hasse et al., 2004) 

(Figure 22). Cependant PMP22 est capable d’interagir avec d’autres protéines.  

2.4.1. P0, La protéine de la compaction 

Comme décrit précédemment, P0 est une protéine qui abonde dans le SNP. De plus, il a été 

démontré que PMP22 et P0 pouvaient interagir directement au travers de relations trans-

homophiliques et trans-hétérophiliques (Hasse et al., 2004). La relation trans-hétérophilique est 

médiée par la seconde boucle de PMP22 (Hasse et al., 2004) (Figure 22). 

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 39 

 



 

Figure 22 : représentation schématique des 3 types de trans-interactions entre PMP22 et P0 dans la 

myéline périphérique (Hasse et al., 2004) 

 Par ailleurs, dans les cellules de Schwann de souris adultes dont P0 a été inactivé, l’expression de 

PMP22 est diminuée tandis que les expressions de MAG et PLP sont augmentées, l’expression de MBP, 

quant à elle, demeure inchangée (Xu et al., 2000). Ceci suggère une relation très étroite entre PMP22 

et P0, dans laquelle P0 serait nécessaire à l’expression normale de PMP22.  

2.4.2. Interactions de PMP22 avec les intégrines 

Cette interaction de PMP22 représente un aspect central de cette thèse. Un chapitre lui est

réservé. (Voir chapitre 4).  

 Les pathologies du système nerveux périphérique liées à la 
protéine PMP22 

Les neuropathies dues au gène PMP22 peuvent être subdivisées en 3 groupes. Le premier groupe 

est provoqué par une duplication de PMP22, et constitue le plus grand groupe : la maladie de Charcot-

Marie-Tooth de type 1A (CMT1A). Le second groupe est provoqué par une délétion du gène PMP22, 

conduisant à une neuropathie héréditaire avec une hypersensibilité à la pression (HNPP for Hereditary 

Neuropathy with liability to Pressure Palsies). Le troisième groupe est composé des neuropathies dues 

à une mutation ponctuelle au sein du gène PMP22, elles sont classifiées soit en CMT1A ou CMT1E 

2.5.1. La maladie de Charcot-Marie-Tooth 

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) représente un groupe de maladies cliniquement et 

génétiquement hétérogènes, caractérisées par une atteinte des nerfs périphériques. Cette maladie a 

été décrite pour la première fois en 1886 par Charcot et Marie en France et indépendamment par 

Tooth au Royaume-Uni. La CMT est la maladie neuromusculaire héréditaire la plus commune. Plus de 

80 gènes responsables de cette maladie ont été identifiés. Malgré une forte hétérogénéité génique, le 

phénotype clinique de cette maladie est assez homogène. La classification de cette maladie est fondée 

sur une combinaison des caractéristiques neurophysiologiques, sur la transmission, et les mutations 

génétiques. Fondé sur les observations neurophysiologiques, 3 sous-types de cette maladie sont 

distingués :  
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Le type démyélinisant : CMT1 défini par une vitesse de conduction moteur (MCV) du nerf médian 

ou ulnaire en dessous de 38 m/s. Le type axonal : CMT2 avec une MCV autour de 38 m/s et le type 

intermédiaire. Ce dernier terme est utilisé pour les individus avec une MCV comprise entre 30 et 40 

m/s, chez les individus avec des preuves cliniques et histopathologie d’anormalités à la fois myéliniques 

et axonales et chez les familles dont les membres ont soit une atteinte démyélinisante ou une atteinte 

axonale.  

La CMT peut être transmise de manière autosomale dominante, autosomale récessive ou liée à 

l’X. Cette atteinte entraîne principalement un manque de force musculaire, des troubles de la 

sensibilité des pieds et des mains et des troubles de l’équilibre. Elle débute la plupart du temps dans 

l’enfance ou chez le jeune adulte par des difficultés à la marche ou des déformations des pieds.  

2.5.2. Le CMT1A et HNPP  

2.5.2.1. Phénotype clinique  

Concernant les patients atteints de CMT1A : les premiers symptômes de la maladie apparaissent 

généralement durant les 20 premières années de la vie des patients. Avant les premiers symptômes 

dits caractéristiques de la maladie, les patients sont souvent décrits comme des coureurs lents, ayant 

des difficultés en sport durant l’enfance, il arrive même qu’ils développent des déformations des pieds 

(orteils en marteau et pieds creux) requérant un suivi orthopédique à l’âge adulte.  

Les patients CMT1A présentent différents phénotypes typiques de cette maladie comme par 

exemple des faiblesses de la main, suivies généralement de faiblesses dans les pieds. Ces patients 

présentent aussi des déficits sensoriels sur le plan large (vibration et proprioception) ainsi que sur de 

plus faibles plans (douleurs et température). La combinaison de la faiblesse observée dans les 

membres et des déficits sensoriels conduit généralement à des problèmes d’équilibre. Une large 

majorité des patients demeure néanmoins capable de se déplacer tout au long de leur vie. Leur 

espérance de vie n’est, par ailleurs, pas diminuée par la maladie. De plus, presque tous les patients 

CMT1A ont une absence de réflexes tendineux. Des symptômes additionnels sont retrouvés chez 

certains patients CMT1A incluant des tremblements des membres et des crampes musculaires. Ces 

phénotypes représentent les symptômes classiques du CMT1A, c’est leur sévérité qui s’avère être très 

variable entre les individus, y compris au sein d’une même famille. En effet, certains patients vont 

développer des symptômes très sévères durant l’enfance alors que d’autres ne vont présenter que de 

très légers symptômes et ce, tout au long de leur vie.  

L’HNPP est une maladie autosomique dominante produisant une neuropathie motrice sensitive 

épisodique et récurrente (Li et al., 2004). Les symptômes communs aux différents patients sont un 

engourdissement focal, une faiblesse musculaire et une atrophie usuellement présente à partir de 

l’adolescence. Ces différents déficits focaux sont souvent provoqués par des stress mécaniques au sein 

des nerfs périphériques, comme des compressions (Li et al., 2004). Les symptômes des HNPP se 

manifestent fréquemment au niveau des sites de neuropathies canalaires comme au niveau du nerf 

sciatique poplité externe à travers la tête fibulaire, au niveau du nerf médian dans le poignet et du nerf 

cubital à travers le coude. Une activité physique fatigante peut même entraîner la paralysie des 

membres avec d’importantes lésions axonales, suggérant que les axones peuvent être affectés si le 

stress est suffisamment sévère (Horowitz et al., 2004). Les examens physiques ne permettent 

habituellement que la mise en évidence de très légères lésions qui restent néanmoins significatives. 

Des pertes de sensibilité, des faiblesses et atrophies musculaires dans les mains et ou les pieds sont 

souvent observées chez les patients plus âgés. 
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2.5.2.2. Génétique du CMT1A et de l’HNPP 

La CMT1A est provoquée par une duplication de 1,5 Mb sur le chromosome 17p11.2 contenant 

le gène PMP22. La délétion de cette même région entraine l’HNPP. Cette région est définie sur la Figure 

17. La duplication (pour le CMT1A) et la délétion (pour l’HNPP) sont le résultat d’un crossing-over inégal 

et d’une recombinaison réciproque entre des séquences homologues flanquantes de 24kb nommées 

CMT1A-REPS (Inoue et al., 2001; Lupski, 1998) (Figure 17B).  

Cette région qui entoure PMP22 est riche en gènes mais le rôle de nombre d’entre eux demeure 

peu connu voir inconnu. Par exemple, le gène CDRT1 (CMT1A duplicated region transcript 1 protein) 

est un gène de 1,3 kb. On sait que la protéine codée par ce gène est exprimée dans le pancréas, le 

cœur et dans les muscles squelettiques. Cependant son rôle dans ces organes n’est pas établi (Zody et 

al., 2006) .  

Il existe des cas de CMT1A avec des tailles de duplications différentes mais ces duplications 

contiennent toujours le gène PMP22 ou la région en amont de PMP22. Il existe 2 autres régions en 

amont qui, lorsqu’elles sont dupliquées provoquent des neuropathies périphériques comparables à 

celles des patients CMT1A avec la duplication classique de 1,4Mb (Weterman et al., 2010; Zhang et al., 

2010). La première est une région de 186kb située à 3kb en amont de PMP22 (cette région contient 

TEKT3)(Weterman et al., 2010). La seconde se trouve 9kb en amont de PMP22 et est longue de 194 kb 

(Zhang et al., 2010). De plus, il a été montré que les 3 régions dont nous venons de parler ont des sites 

de fixation ayant une forte affinité pour Egr2 ainsi que Sox10. Cependant il n’y a pas d’informations 

supplémentaires concernant ces deux régions à l’heure actuelle.  

Par ailleurs, des mutations ponctuelles sur PMP22 peuvent entrainer l’apparition des deux 

maladies : le CMT1E ou l’HNPP (Figure 23)(On parle de CMT1E plutôt que de CMT1A lors de mutations 

ponctuelles sur PMP22. Les symptômes cliniques, les vitesses de conductions nerveuses et la 

pathologie des nerfs sont identiques pour le CMT1E et le CMT1A)

 

Figure 23 : Représentation de la protéine PMP22 avec les mutations ponctuelles connues 

En rouge celles associées à un CMT1A et en noir celles associées à une HNPP. 
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Le gène PMP22 est dépendant de son dosage, (une augmentation du nombre de copie de ce gène 

augmente la quantité de protéine produite de manière proportionnelle) donc sa duplication provoque 

une sur-expression de la protéine PMP22 qui s’accumule alors au sein de la myéline compacte (Figure 

24). Pourtant cette sur-expression de la protéine PMP22 parvient difficilement à expliquer les 

phénotypes du CMT1A.  

 

Figure 24 : Section transversale ultrafine de fibres nerveuses périphériques marquées grâce au protocole 

immunogold avec un anticorps anti-PMP22 (Vallat et al., 1996) 

A. Patient souffrant d’une HNPP exprimant moins PMP22 que le patient contrôle 

B. Patient contrôle 

C. L’expression de PMP22 est plus élevée chez le patient atteint de CMT1A  

Barre d’échelle = 3µm 

La sur-expression de PMP22 affecte les cellules de Schwann selon différents aspects. 

Premièrement, la sur-expression de PMP22 provoque de l’apoptose dans différents types cellulaires, 

incluant les cellules de Schwann (Li et al., 2013). Cependant ce mécanisme n’est surement pas le seul, 

ni le principal pour expliquer la mauvaise myélinisation des CMT1A. L’apoptose ne devient évidente 

que dans les cellules de Schwann âgées sur-exprimant PMP22 invivo. Alors que la mauvaise 

myélinisation est présente dès les premiers stades du développement. Deuxièmement, la sur-

expression de PMP22 semble surcharger le système de dégradation protéique, conduisant à la 

formation d’agrégats protéiques (Fortun et al., 2003, 2006, 2007). Cette sur-expression de PMP22 

activerait le système ERAD et/ou le système autolysosomal des cellules de Schwann (Fortun et al., 

2003). Lors de mutations ponctuelles de PMP22 dans le cas de CMT1E, la protéine PMP22 ne 

s’accumule pas dans le cytoplasme des cellules de Schwann mais plutôt à l’intérieur du réticulum 

endoplasmique et de l’appareil de Golgi (D’Urso et al., 1998). Ceci en raison de la mauvaise

conformation de la protéine.  

2.5.2.3. Physiologie du nerf de patients CMT1A et HNPP 

Les patients atteints de CMT1A présentent généralement des vitesses de conductions nerveuses 

(NCV pour Nerve Conduction Velocities) réduites, comprises entre 7 et 40 m/s. Dans la plupart des cas 

de ce désordre génétique, la diminution des NCV est homogène au sein de tous les nerfs d’un même 

patient. Il n’y a pas de diminution des NCV non uniforme donc pas de conduction en bloc ou de 

dispersion temporelle des potentiels d’action musculaires. De plus, tous les patients avec un CMT1A 

présentent une réduction d’amplitude des réponses motrices et sensitives avec une perte du réflexe 

d’axone liée à une démyélinisation ou une myélinisation chronique anormale.  
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Ces désordres électrophysiologiques observés chez les patients sont explicables par ceux 

observés sur les biopsies de nerfs de patients CMT1A. Les biopsies faites sur les nerfs saphènes des 

patients CMT1A montrent dans la plupart des cas de larges et nombreuses structures en bulbes 

d’oignons autour des fibres nerveuses myélinisées (Figure 25).  

 

 

Figure 25 : Micrographe électronique de sections transversales de nerfs de patients normaux HNPP et 

CMT1A ainsi qu’une photo d’une fibre isolée 

Nerf de patient normal : les axones de faible diamètre sont entourés par une gaine de myéline fine. Les 

axones de larges diamètres sont entourés d’une gaine de myéline plus épaisse. La myéline est compacte.  

Fibre isolée de patient HNPP : structures-en tomacula (chapelet de saucisses) 

Nerf de patient HNPP, on observe la compression de l’axone par l’excès de myéline.  

Nerf de patient CMT1A : on observe des gaines de myélines anormalement fines, surtout sur les axones de 

large diamètre. On y observe aussi des structures en bulbe d’oignons. 

Ces structures en bulbes d’oignons sont multicouches, et consistent en la prolifération de 

processus Schwanniens et/ou plus rarement de lames basales entourant les axones présentant, par 

ailleurs, une gaine de myéline trop fine. Ces processus anarchiques sont dus à des phénomènes de dé- 

et remyélinisations successifs. La prolifération de ces membranes Schwanniennes et de ces tissus 

connectifs pourrait induire une hypertrophie du nerf (Robertson et al., 1997, 2002). À un stade avancé 

de la maladie, comme dans toutes les neuropathies démyélinisantes chroniques, on observe une forte 

réduction des fibres nerveuses myélinisées. Cette perte axonale est corrélée à une réduction des 

amplitudes des réponses motrices et sensitives chez ces patients.  

Les résultats des examens électrophysiologiques chez les patients HNPP sont très spécifiques. Les 

études sur la conduction nerveuse ont montré un ralentissement de la latence distale sur les nerfs 

moteurs au sein des sites susceptibles de recevoir des pressions mécaniques, comme le nerf médian 

au niveau du poignet, et du nerf sciatique poplité au niveau de la cheville. De plus, un ralentissement 

focal des vitesses de conduction est généralement observé au niveau des sites sujets à compression, 
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au niveau du nerf cubital à travers le coude ou le nerf sciatique à travers la tête fibulaire, alors que les 

vitesses de conduction des autres nerfs est soit normale, soit légèrement diminuée dans la plupart des 

cas (Li et al., 2002). Ces observations sont généralement corrélées à la pathologie du nerf.  

On observe généralement sur les biopsies de nerfs des patients HNPP une hypermyélinisation 

conduisant à la formation de tomacula (Figure 25). La présence de ces structures n’explique pas 

clairement les mécanismes de pathophysiologie de la maladie. On suppose tout de même que la 

présence de ces tomacula conduit à une forte constriction des axones (Bai et al., 2010). 

 Les modèles animaux de neuropathies impliquant PMP22 

Il existe de nombreux animaux modèles de CMT1A et des HNPP. Un article portant sur l’étude de 

certains de ces modèles animaux, et en comparaison de patients ayant des mutations proches, sera 

présenté dans la partie résultats. Voici cependant une liste des animaux modèles qui sont utilisés 

actuellement pour étudier ces deux pathologies.  
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Nom des modèles Génétique des 

animaux 

Expression des 

ARNm et des 

protéines 

Phénotypes  Pathologie des nerfs NCV 

(m/s) (wt 

= 38) 

Références 

Souris PMP22 Ko 

homozygote 

Délétion de 

PMP22 sur les 

deux allèles 

Aucune 

expression de 

PMP22 

Difficulté pour marcher, 

faible tremblements, 

convulsions induites par le 

stress 

Tomacula, les axones 

de larges diamètres 

n’ont pas de myéline et 

de mésaxone 

10 (Sancho et al., 1999; Saporta et al., 

2011) 

Souris PMP22 Ko 

hétérozygote 

Délétion de 

PMP22 sur un 

allèle 

La moitié du 

niveau normal 

de PMP22 

Paralysie du tronc 

inférieur 

Myéline trop épaisse 

autours des axones, 

tomacula rares 

n.a. (Sancho et al., 1999; Saporta et al., 

2011) 

Souris déficientes 

en PMP22 lac Z 

 

PMP22 remplacé 

par un gène 

rapporteur Lac Z  

Pas d’expression 

de PMP22 

Signes visibles de déficits 

moteurs 

Poches de lame basale 

perdues, axones sans 

myéline 

n.a. (Amici et al., 2006) 

Souris trembler 

homozygotes 

Mutation 

ponctuelle sur les 

deux allèles de 

PMP22 

Protéine PMP22 

avec une 

mutation faux 

sens 

p.Gly150Asp 

Symptômes sévères : forts 

tremblements de tout le 

corps quadriparésie et 

convulsions 

Absence presque 

complète de myéline 

n.a. (Suter et al., 1992; Garbay et al., 

2000) 

Souris trembler 

hétérozygotes 

Mutation 

ponctuelle sur un 

allèle de PMP22 

½ de protéine 

PMP22 normales 

½ PMP22 avec 

faux sens 

P.Gly150Asp  

Paralysie spastique et 

tremblement généralisés 

Forte 

hypomyélinisation et 

bulbes d’oignons 

51 (Low and McLeod, 1975; Suter et al., 

1992; Garbay et al., 2000) 

Souris trembler J 

homozygotes 

Mutation 

ponctuelle sur les 

deux allèles de 

PMP22 

Protéine PMP22 

avec mutation 

faux sens 

p.Leu16Pro 

Sévèrement affectées, 

incapables de marcher, 

meurt 18 jours après la 

naissance, forts 

tremblements et paralysie 

du tronc arrière 

Absence presque 

complète de myéline, 

la myélinisation est 

bloquée à l’étape de 

promyélinisation 

n.a. (Robertson et al., 1999; Meekins et 

al., 2004; Sakakura et al., 2011) 
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Souris trembler-J 

hétérozygotes  

Mutation 

ponctuelle 

hétérozygote sur 

le gène PMP22 

½ protéine 

normale ½ 

protéine PMP22 

p.Leu16Pro  

Symptômes moins 

importants que souris 

trembler hétérozygotes  

Démyélinisation 

tardive 

12.3 (Robertson et al., 1999; Meekins et 

al., 2004; Sakakura et al., 2011) 

Souris Trembler 

Ncnp 

hétérozygotes 

Délétion 

spontanée 

autosomique 

dominante de 

l’exon IV de 

PMP22 sur un 

allèle 

n.a. Démarche anormale de 

plus en plus visible avec 

l’âge 

Démyélinisation 

variable, une lame 

basale entoure de 

manière irrégulière les 

cellules de Schwann 

n.a. (Suh et al., 1997) 

Souris Trembler 

Ncnp 

homozygotes 

Mutation 

autosomique 

dominante 

spontanée, 

délétion de l’exon 

IV de PMP22 sur 

les deux allèles 

n.a. Très affectées, incapables 

de marcher 

Pas de myéline, 

myélinisation bloquée 

au stade 

promyélinisation. 

n.a. (Suh et al., 1997) 

Souris Trembler 

M1H & M2H 

Mutation 

ponctuelle 

hétérozygote sur 

PMP22 (H12R et 

Y153TER 

respectivement) 

n.a. Tremblements au repos, 

peu d’activité 

locomotrice, démarche 

anormale et coordination 

moteur anormale 

Hypomyélinisation, 

pertes axonales. 

na (Valentijn et al., 1995; Isaacs et al., 

2000) 

Rat CMT1A 

hétérozygotes 

Lignée 

transgénique avec 

3 copies 

supplémentaires 

de PMP22 

provenant du 

génome de la 

souris  

Sur-expression 

de PMP22 avec 

un effet gène 

dosage 

dépendant 

Démarche maladroite et 

forte variabilité des 

phénotypes entre 

individus  

Hypomyélinisation 

générale avec une 

faible épaisseur de 

gaine de myéline. Forte 

variabilité des 

phénotypes entre 

individus. 

14.7 (Sereda et al., 1996; Fledrich et al., 

2012) 
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Rat CMT1A 

homozygotes 

Lignée 

transgénique avec 

6 copies du gène 

PMP22 provenant 

du génome de la 

souris en plus des 

deux copies de 

PMP22 normales 

Forte sur-

expression de 

PMP22 dosage 

dépendant 

Paralysie, convulsions, 

hypersensibilité, faible 

taux de survie 

Très faible épaisseur 

de la gaine de myéline, 

maximum quelques 

tours 

na (Sereda et al., 1996; Fledrich et al., 

2012) 

Souris C22 Lignée 

transgénique de 

souris avec 7 

copies de PMP22 

de souris 

Sur-expression 

de PMP22 avec 

dosage gène 

dépendant 

Faiblesse et paralysie des 

membres inférieurs 

Démyélinisation des 

axones de larges 

diamètres. Structure 

en bulbe d’oignon 

4 (Magyar et al., 1996; Huxley et al., 

1998; Robertson et al., 1999, 2002) 

Souris C61 Lignée 

transgénique avec 

8 copies de PMP22 

de souris 

Sur-expression 

de PMP22 avec 

effet dosage 

dépendant 

Faiblesse et paralysie des 

membres inférieurs 

Démyélinisation des 

axones de larges 

diamètres. Structure 

en bulbe d’oignon 

4 (Magyar et al., 1996; Huxley et al., 

1998; Robertson et al., 1999, 2002) 

Tableau 2 : Liste des animaux modèles avec une mutation sur le gène PMP22 ou des variations du nombre de copies de PMP22.  
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2.6.1. Les animaux modèles du CMT1A utilisés au cours de ma thèse 

Ces animaux modèles ont été générés par Michael Sereda et collaborateurs (Michael Sereda et 

al., 1996) en augmentant le dosage du gène de PMP22. Le gène PMP22 sauvage a été cloné à partir 

d’un cosmide de souris d’une librairie génomique. Un fragment de restriction de 43 kb contenant 

l’unité de transcription de PMP22 a été excisé, il contient 7kb en amont de l’exon 1A et 4kb en aval de 

l’exon 5 (Figure 26)  

 

Figure 26 : Fragments du Cosmide contenant le gène PMP22  

En haut l’unité de transcription murine complète (exon 1A – 5). Les régions flanquantes sont symbolisées par des boites 
ouvertes. En dessous de l’organisation exons – introns de PMP22 (la taille des introns n’est pas à l’échelle), sont indiqués les 
sites de restriction NuuI (Nr), KpnI (K), BamHI (B), SaII (S), Pstl (P : seulement chez la souris) et NotI (N : seulement chez le rat) 
(Michael Sereda et al., 1996) 

Des micro-injections d’ADN au sein d’ovocytes fécondés de rate Sprague-Dawley ont été réalisées 

permettant la génération de rats transgéniques. Le nombre de copie de PMP22 a été estimé à trois 

copies du gène PMP22 provenant du génome de la souris, en plus des deux copies de rat déjà 

présentes.  

2.6.1.1. La neuropathie des rats hétérozygotes PMP22 transgéniques  

Agés de deux mois, les rats hétérozygotes présentent une démarche chancelante, ressemblant à 

la démarche en « steppage » des patients souffrant de CMT. Ils ne souffrent ni de tremblements, ni de 

crises. Ils souffrent aussi d’une perte musculaire observable lorsque les rats essaient de se redresser 

le long des parois de leur cage. Lorsque ces animaux marchent sur une surface plate en ligne droite, ils 

ont une démarche maladroite et la plupart ont leurs pattes arrière orientées vers l’extérieur. Malgré 

une variabilité inter individuelle des phénotypes, tous les rats hétérozygotes échouent au test 

d’agrippement. 

2.6.1.2. Une vitesse de conduction nerveuse réduite 

Agés de 2,5 mois, les rats transgéniques présentent une forte diminution de la vitesse de 

conduction nerveuse sur les nerfs moteurs et sur les nerfs sensitifs. La latence du potentiel d’action 

global du muscle (PAM) est augmentée, provoquant une vitesse de conduction nerveuse du nerf 

moteur de 14.7 m/s (± 5,1), comparée à une vitesse de 36,4 m/s (± 2,5) pour les animaux normaux. 

Concernant les potentiels d’action des nerfs sensitifs, elle s’élève à 14,9 m/s (± 7,2) pour les animaux 

transgéniques comparés aux animaux normaux dont le potentiel d’action des nerfs sensoriels se situe 

autour de 34,5 m/s (± 4,0). Ces réductions de vitesse de conduction sont très proches de celles 

observées chez les patients souffrants de CMT1A. 

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 49 

 



2.6.1.3. Physiologie des nerfs des rats transgéniques 

L’analyse morphologique montre une perte de myéline au sein des nerfs périphériques et 

crâniaux. Sur des coupes transversales de nerfs sciatiques, de nombreux axones ont une myéline très 

mince, voire complètement absente. La gravité de l’hypomyélinisation de ces rats varie selon les 

individus et est corrélée à la gravité du phénotype visible. A 2,5 mois, des structures ressemblant à des 

débuts de bulbes d’oignons issus de prolongements de cellules de Schwann et de lames basales 

entourent les axones amyélinisés ou hypomyélinisés. Sur les nerfs de rats âgés de 6 mois, les bulbes 

d’oignons sont plus étendus. La sévérité des atteintes est plus importante dans les racines des nerfs 

ventraux en comparaison des racines dorsales. Cette différence d’atteinte se reflète sur les nerfs 

périphériques : les nerfs moteurs sont plus atteints que les nerfs sensitifs.  

En général, l’hypomyélinisation est plus marquée sur les fibres de large diamètre (qui sont 

présumées motrices), alors que les fibres de plus petit diamètre ont des gaines de myéline normales, 

voire une augmentation de la taille de la gaine de myéline. Des débris de myéline ne sont observés que 

très rarement, et aucune activité des macrophages n’a été rapportée. La quantité de collagène 

endoneural est augmentée. La dégénérescence axonale est un phénomène rare ne concernant que 

1 % des fibres. 

2.6.1.4. Cas particulier des rats homozygotes  

Au cours de ce manuscrit, nous avons choisi de parler de rats normaux pour les rats homozygotes 

normaux et de rats homozygotes pour les rats homozygotes mutés. 

Les rats homozygotes portent 8 copies du gène PMP22 (6 transgènes de souris + 2 gènes de 

PMP22 normaux). Ils présentent un phénotype bien plus grave et uniforme. Ils ne parviendront jamais 

à un déplacement coordonné. Ils sont paralysés 4 semaines après leur naissance. Parfois, des spasmes 

et des attaques sont observés. Les symptômes vont en progressant tout au long de la vie de l’animal, 

dont le développement est très sévèrement retardé. Très souvent ces animaux meurent précocement 

autour de la troisième semaine. 

L’observation en microscopie électronique montre des nerfs avec une perte presque complète 

de la myéline dans tout le système nerveux périphérique. Les CS sont beaucoup plus nombreuses que 

la normale, et se sont bien associées avec les axones. Elles ont formé leur lame basale, et cependant, 

elles échouent dans la formation de la myéline. Il y a une très forte augmentation du collagène 

endoneural. Aucune anormalité n’a été observée dans le CNS.  
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 Les intégrines 

 Généralités sur les intégrines 

Les intégrines sont des protéines transmembranaires, et plus précisément des récepteurs 

d’adhérence cellulaire. L’une des extrémités, située à l’extérieur de la cellule interagit en général avec 

des protéines se trouvant dans la matrice extracellulaire (il existe aussi des intégrines capables 

d’interagir avec des protéines transmembranaires de cellules voisines). L’autre extrémité de ces 

intégrines interagit avec des constituants intracellulaires, notamment des molécules de signalisation 

contrôlant la migration, la survie, la prolifération ou la différenciation cellulaire.  

3.1.1. Structure générale 

Pour chaque intégrine, il existe un gène qui lui est propre (Tableau 3). Ces gènes sont répartis sur 

tout le génome. Un gène code donc une intégrine. Du point de vue de leurs structures protéiques, les 

intégrines sont constituées d’une sous-unité α et d’une sous-unité β (Figure 27). Ce sont des 

hétérodimères transmembranaires. La première sous-unité est la chaine α qui fixe des cations 

divalents et la seconde sous-unité est la chaine β qui possède un domaine riche en cystéine. La 

structure tridimensionnelle de ces protéines est très difficile à élucider. En effet, les domaines 

transmembranaires ne sont, à ce jour, pas élucidables par cristallographie mais l’outil informatique (tel 

que la dynamique moléculaire) a apporté de nombreuses réponses ces dernières années.  

On peut différencier trois domaines : l’un extracellulaire, ou ectodomaine (extrémité N-

terminale), l’un transmembranaire et le dernier intracellulaire (en C-terminal).  Actuellement, 18 sous-

unités α et 8 sous-unités β sont référencées (Tableau 3).  C’est la combinaison d’une sous-unité α avec 

une sous-unité β qui détermine la spécificité au ligand. À ce jour, on dénombre 24 couples (dimères) 

αβ fonctionnels (Tableau 4). 

 

Figure 27 : structure générale d’une intégrine 

Toutes les intégrines se lient aux molécules de la matrice extracellulaire (par leur région 

extracellulaire) et aux microfilaments d’actine via un certain nombre de protéines de liaison qui 

s’associent à leur région intracellulaire. Cependant, il existe une exception : le dimère α6β4 qui est 

relié à des filaments intermédiaires et constitue des hémidesmosomes au sein des épithéliums (Hynes, 

2002). Le cas particulier de ce complexe vient de la sous-unité β4 qui diffère de toutes les autres par 

son domaine cytoplasmique bien plus large (long de ~1000 acides aminés au lieu de 50) lui permettant 

une connexion aux filaments intermédiaires au lieu de l’actine. 
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De manière intéressante, chacune des intégrines possède un rôle spécifique et une fonction non 

redondante. Les animaux ont été utilisés pour étudier ces rôles et fonctions en inactivant les gènes des 

sous-unités d’intégrine. Les phénotypes de ces animaux résultant de ces inactivations de gènes sont 

variables :  

- Blocage complet de développement (β1) 
- Défauts majeurs du développement (α4, α5, αV, β8) 
- Mort périnatale (α3, α6, α8, αV, β4, β8) 
- Défaut dans la fonction des leucocytes (αL, αM, αE, β2, β7) 
- Inflammation (β6) 
- Hémostase (αIIb, β3, α2) 
- Remodelage osseux (β3) 
- Angiogenèse (α1, β3) 
- Et bien d’autres, voir la revue (Hynes, 2002) 

Sous-unités d’intégrines α (Mammifères)  Sous-unités d’intégrines β (Mammifères) 

Gène  Localisation Protéine  Gène Localisation Protéine  

ITGA1 5q11.2 CD49a  ITGB1 10p11.22 CD29 

ITGA2 5q11.2 CD49b  ITGB2 21q22.3 CD18 

ITGA3 17q21.33 CD49c  ITGB3 17q21.32 CD61 

ITGA4 2q31.3 CD49d  ITGB4 17q25.1 CD104 

ITGA5 12q13.13 CD49e  ITGB5 3q21.2 ITGB5 

ITGA6 2q31.1 CD49f  ITGB6 2q24.2 ITGB6 

ITGA7 12q13.2 ITGA7  ITGB7 12q13.13 ITGB7 

ITGA8 10p13 ITGA8  ITGB8 7p21.1 ITGB8 

ITGA9 3p22.2 ITGA9      

ITGA10 1q21.1 ITGA10     

ITGA11 15q23 ITGA11     

ITGAD 16p11.2 CD11D     

ITGAE 17p13.2 CD103     

ITGAL 16p11.2 CD11a     

ITGAM 16p11.2 CD11b     

ITGAV 2q32.1 CD51     

ITGA2B 5q11.2 CD41     

ITGAX 16p11.2 CD11c     

Tableau 3 : Liste des sous-unités α et β des mammifères 
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Nom Synonymes Distribution  Ligands 

α1β1 VLA-1 Dans de nombreux types cellulaires : 

cellules myéloïdes, lymphoïdes, 

neurales, de peau… 

Collagènes, laminines 

α2β1 VLA-2 Dans de nombreux types cellulaires : 

cellules myéloïdes, lymphoïdes, 

neurales, de peau… 

Collagènes, laminines 

α3β1 VLA-3 Dans de nombreux types cellulaires : 

cellules myéloïdes, lymphoïdes, 

neurales, de peau… 

Laminine-5 

α4β1 VLA-4 Cellules hématopoïétiques Fibronectines,  

VCAM-1 

α5β1 VLA-5,  

Récepteur des 

fibronectines 

Dans de nombreux types cellulaires : 

cellules myéloïdes, lymphoïdes, 

neurales, de peau… 

Fibronectines, protéinases 

α6β1 VLA-6  

Récepteur des 

laminines 

Dans de nombreux types cellulaires : 

cellules myéloïdes, lymphoïdes, 

neurales, de peau… 

Laminines 

α7β1  Muscles, gliomes Laminines 

αlβ2 LFA-1 Lymphocytes T ICAM-1, ICAM-2 

αmβ2 Mac-1, CR3 Neutrophiles et monocytes Protéines du sérum, ICAM-2 

αiiβ3 Récepteur des 

fibrinogènes,  

gpIIbIIIa 

Plaquettes Fibrinogènes, fibronectines 

αvβ1  Mélanomes oculaires, tumeurs 

neurologiques 

Vitronectines, fibrinogènes 

αvβ3  Récepteur des 

vitronectines 

Cellules endothéliales, mélanomes, 

glioblastomes 

Vitronectines, fibronectines, 

fibrinogènes, ostéopontine, 

Cyr61 

αvβ5  Répandues, particulièrement dans les 

fibroblastes et les cellules épithéliales 

Vitronectines, adénovirus 

αvβ6  Epithélium en prolifération 

particulièrement dans les glandes 

mammaires et poumons 

Fibronectines, TGFβ1+3 

αvβ8  Tissus neuraux, nerf périphériques Fibronectines, TGFβ1+3 

α6β4  Cellules épithéliales et cellules de 

Schwann 

Laminines 

Tableau 4 : Les 16 intégrines principales parmi les 24 rencontrées chez les vertébrés 

A l’extérieur de la membrane, les sous-unités α et β se rapprochent et se lient, les régions N-

terminales de chacune des sous-unités forment une région permettant la fixation du ligand.  

Les tailles des sous-unités α et β varient mais en général, les sous-unités α et β sont constituées 

de respectivement 750 et 1000 acides aminés. De nombreuses revues concernant la fonction et la 

structure des intégrines ont été publiées (Arnaout et al., 2007; Askari et al., 2009; Bennett et al., 2009; 

Luo et al., 2007).  
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3.1.2. Structure des intégrines  

L’ectodomaine des intégrines est dans une conformation pliée lorsque celles-ci sont inactives et 

au repos. Des études en microscopie électronique et des études utilisant des anticorps se fixant sur 

des sites de fixation avec des conformations particulières ont permis la mise en évidence d’une 

conformation autre que la conformation repliée (Humphries, 2004) : une conformation dite active, 

avec une forte affinité pour les ligands.  

Les domaines transmembranaires des sous-unités α et β s’associent lorsque le complexe αβ est 

au repos et inactif (Wegener and Campbell, 2008). Des études concernant les structures des domaines 

transmembranaires ont été publiées (Gottschalk, 2005; Metcalf et al., 2009; Wang and Luo, 2010).  

 

Figure 28 : structure des domaines transmembranaires des sous-unités αII (bleu) et β3 (rouge).   

La position approximative de la membrane est symbolisée par les lignes grises.   

La queue cytoplasmique des intégrines interagit avec des partenaires intracytoplasmiques. Ce 

sont des domaines flexibles, ils peuvent former des interactions avec de nombreuses protéines 

(Wegener and Campbell, 2008). Ces interactions peuvent être importantes pour l’activation des 

intégrines à partir de l’intérieur de la cellule. 

3.1.3. Activation des intégrines 

Des réarrangements des domaines des intégrines sont nécessaires pour l’activation des 

intégrines. L’accumulation des données a tendance à supporter l’hypothèse que la séparation des 

domaines transmembranaires et des domaines cytoplasmiques des intégrines permettent leur 

activation (Gottschalk et al., 2002; Wegener and Campbell, 2008; Williams et al., 1994). La séparation 

des sous-unités α et β est nécessaire pour la signalisation des intégrines (Figure 29). 
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Figure 29 : Régulation de la conformation des intégrines. 

A) Structure des intégrines dans leur conformation repliée.  

B)  Modèle détendu des intégrines : domaine de tête fermé  

C) Modèle détendu des intégrines : domaine de tête ouvert.  

Le filament assemblé d’actine se lie au domaine cytoplasmique de la sous-unité β par l’intermédiaire de la taline. 

Les forces latérales transmises par le cytosquelette d’actine permettent l’extension des intégrines, augmentant 

fortement leur affinité pour le ligand extracellulaire.  

L’activation des intégrines est couplée à des changements de conformation des domaines 

transmembranaires et intracytoplasmiques, plus précisément :  

1) Séparation des deux domaines transmembranaires et des hélices cytoplasmiques. 

2) Après la séparation, les hélices de la sous-unité α gardent une structure similaire alors que 

les hélices de la sous-unité β s’inclinent par l’insertion de 5-6 résidus additionnels au sein 

des noyaux hydrophobes des lipides de la membrane. C’est la fixation de ligands, tels que 

la taline dans le cytoplasme qui permet la séparation des intégrines.  

Par ailleurs, en addition au mécanisme de fixation du ligand intracellulaire, l’activation des 

intégrines pourrait provenir de la force transmise par le cytosquelette d’actine (Zhu et al., 2008). Les 

forces latérales exercées sur le domaine cytoplasmique de la sous-unité β, par la polymérisation 

d’actine, et sa contraction, vont pousser la « jambe » de la sous-unité β et l’éloigner de la « jambe » 

de la sous-unité α et, plus tard, ouvrir la pièce dans le domaine de tête (Figure 29C).Cette conformation 

étendue des intégrines a une forte affinité pour les ligands extracellulaires (Wang and Luo, 2010).  

3.1.4. Fixation du ligand 

Une des caractéristiques importantes des intégrines est leur habilité à fixer une large variété de 

ligands. Réciproquement, de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire et de protéines 

d’adhérence se trouvant à la surface cellulaire sont capables de fixer de multiples intégrines (van der 

Flier and Sonnenberg, 2001; Humphries, 2000; Plow et al., 2000). C’est la fixation du ligand à l’intégrine 

qui termine l’activation de celles-ci (Hynes, 2002). 

 Les intégrines dans le SNP 

Les intégrines semblent jouer un rôle crucial dans la régulation de complexes nécessaires à 

l’embryogénèse, le développement post-natal, l’homéostasie et la réparation du système nerveux 
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périphérique. Leurs implications dans ces différents mécanismes font des intégrines des acteurs clés 

de nombreuses pathologies et désordres du système nerveux périphérique lorsqu’elles apparaissent 

avec une expression ou une fonction anormale (Berti et al., 2006).  

3.2.1. Rôle des intégrines dans le développement du système 
nerveux 

Lors du développement du système nerveux, les axones s’étendent au travers du milieu riche en 

matrice extracellulaire, ce qui permet alors leur attachement et leur croissance. Les mécanismes du 

guidage et de la croissance axonale durant l’embryogénèse sont proches de ceux de la régénération 

après une lésion du nerf, incluant la reconnaissance de molécules de la matrice extracellulaire et des 

cellules de Schwann par des récepteurs spécifiques se trouvant sur le cône de croissance neural  

(Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Parmi ces récepteurs, les intégrines jouent un rôle considérable.  

Les ligands des intégrines, comme par exemple les laminines et la fibronectine, interagissent avec 

le cône de croissance et affectent sa vitesse et sa direction de croissance (Kuhn et al., 1995). Les 

laminines augmentent directement la motilité du cône de croissance par des signaux calciques (Kuhn 

et al., 1998). De plus, la concentration en laminines régule la quantité d’intégrine α6β1 exprimée à la 

surface des neurones sensoriels, qui en retour, affectent la motilité du cône de croissance (Condic and 

Letourneau, 1997). De plus , l’interaction entre les laminines et les intégrines α1β1 ou α3β1, exprimées 

sur le cône de croissance, agit comme un médiateur de la croissance des neurites sur des neurones de 

DRG chez la souris et le rat (DeFreitas et al., 1995). 

3.2.2. Les intégrines dans les cellules de Schwann 

Dans le SNP, les intégrines sont présentes à la fois dans les neurones et dans la glie, à l’exception 

de l’hétérodimère α6β4 qui n’est exprimé que par les cellules de Schwann (Clegg et al., 2003; Feltri 

and Wrabetz, 2005). Les intégrines sont exprimées à différents moments durant le développement des 

nerfs et ont des localisations d’expression différentes dans le nerf adulte (Previtali et al., 2003a). 

L’apparition de la lignée cellulaire des cellules de Schwann coïncide avec la modification du répertoire 

des intégrines des cellules de la crête neurale non-différenciée.  
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Figure 30 : Distribution des récepteurs de la matrice extracellulaire durant le développement des cellules de 

Schwann (Berti et al., 2006).  

Les cellules de la crête neurale (NCC) expriment de nombreuses intégrines, mais dans les étapes suivantes 

du développement, la distribution de ses récepteurs devient plus précise. α6β1 apparait dans les précurseurs des 

cellules de Schwann (SCP) et dans les cellules de Schwann immatures, et demeure exprimée tout au long de la 

lignée cellulaire des cellules de Schwann. α6β4 commence à être exprimée par les cellules de Schwann 

promyélinisantes, de façon très diffuse au début, puis de manière polarisée après la myélinisation. α7β1 est 

exprimée 1 semaine après la naissance. Même s’il n’y a pas d’intégrines exprimées uniquement dans les cellules 

de Schwann myélinisantes, le complexe α1β1 est spécifique des cellules de Schwann non myélinisantes.  

Par exemple, l’intégrine α6β1 n’est pas détectable in vivo au niveau de la surface cellulaire des 

cellules de la crête neurale de poulet jusqu’à ce qu’elle se différencie en cellules du système nerveux 

périphérique (Bronner-Fraser et al., 1992). A l’inverse, le complexe α1β1 n’est pas exprimé dans les 

précurseurs des cellules de Schwann alors qu’il est présent dans les cellules de la crête neurale (Stewart 

et al., 1997). Il apparait donc que les précurseurs des cellules de Schwann passent du récepteur des 

laminines α1β1 au récepteur des laminines α6β1. De plus, les intégrines maintiennent un phénotype 

migratoire le long des axones durant le développement. Il a été identifié plusieurs complexes 

comprenant la sous-unité d’intégrine β1 au sein des cellules de Schwann : α1β1, α2β1, α6β1 ; ainsi que 

de très bas niveaux de α4 et α5 (Milner, 1997). Les mêmes auteurs ont montré que la laminine 1, la 

laminine 2 et la fibronectine promouvaient la migration des cellules de Schwann, et que cette 

migration était médiée par la sous-unité d’intégrine β1 sur les laminines et la sous unité d’intégrine αV 

sur la fibronectine.  

Sur le rat, α1β1 n’est pas exprimé de manière significative sur les précurseurs des cellules de 

Schwann. L’expression α1β1 se produit cependant durant la seconde semaine après la naissance, et 

sur les nerfs adultes (Fernandez-Valle et al., 1994). Elle atteint alors un niveau significatif uniquement 

sur les cellules de Schwann non myélinisantes. Par ailleurs, les cellules de Schwann positives à α1 

perdent l’expression de α1 dès lors qu’elles myélinisent un axone (Fernandez-Valle et al., 1994).  

La myélinisation est une étape primordiale du développement du système nerveux périphérique, 

au cours de laquelle aux moins deux intégrines jouent un rôle majeur : α6β1 et α6β4 (récepteurs des 

laminines). La myélinisation est concomitante à l’assemblage de la lame basale (Eldridge et al., 1989) 

ou au moins à la présence d’un de ses constituants (Podratz et al., 1998). En fait, une mutation sur la 
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laminine 2 (le composant principal de la lame basale) chez l’homme ou la souris, entraine une 

neuropathie périphérique démyélinisante (Matsumura et al., 1997). Donc, les récepteurs des laminines 

2 (α6β4, α6β1 ou les dystroglycanes) sont impliqués, eux aussi dans la myélinisation. L’expression de 

β1 et β4 commence à être détectable chez le fœtus humain en même temps que la formation de la 

lame basale (entre la 11ème semaine et la 17ème semaine de gestation) (Jaakkola et al., 1993). Chez 

la souris, la présence de β1 se fait à 12,5 jours de gestation alors que β4 n’apparait qu’aux alentours 

de la naissance. Chez le rat, les niveaux d’ARNm augmentent progressivement durant le 

développement postnatal du nerf périphérique en parallèle de la myélinisation (Feltri et al., 1994). Par 

ailleurs, les niveaux d’ARNm de α6 et β1 restent stables durant tout le processus d’embryogénèse. Au 

sein des nerfs adultes humains ou de rongeurs, l’expression de β4 et β1 est polarisée au niveau de la 

surface des cellules Schwann ab-axonale (face à la lame basale) de la myéline, alors que leur expression 

est diffuse au sein des cellules de Schwann non myélinisantes (Previtali et al., 1998). 

3.2.3. Fixation du ligand des intégrines α6β1 et α6β4 

Dans le SNP, α6β1 et α6β4 sont des récepteurs hautement spécifiques des laminines. Des 

analyses ont montré que β1 était capable de fixer différentes régions de ce ligand. Mais aucun site 

actif de fixation en particulier n’a été mis en évidence, que ce soit une séquence ou un résidu. Α6β4 et 

α6β1 sont des récepteur des laminines 332 et 511/521 (Nishiuchi et al., 2006). Cependant, l’interaction 

de α6β4 avec ces laminines demeure peu connue. En 2010, un épitope a été mis en évidence sur la 

laminine 332, cet épitope est indispensable à la fixation de l’intégrine α6β4 sur cette laminine 

(Yamashita et al., 2010).   

Les laminines sont des protéines de la matrice extracellulaire. Ce sont les composants majeurs de 

la lame basale. Les laminines influent la migration, la différenciation, et l’adhérence cellulaire. Ce sont 

des protéines hétérotrimériques porteuse d’une chaine α, β et γ. Les laminines sont nommées selon 

la composition de leurs chaines. Par exemple, la laminine 332 est constituée d’α3 de β3 et de γ2. 

Aujourd’hui, ce sont 40 combinaisons qui ont été identifiées in vivo. Les 3 chaines s’assemblent pour 

former une structure ressemblant à une croix pouvant fixer des composants de la matrice 

extracellulaire ainsi que des protéines dans la membrane cellulaire. Dans les cellules de Schwann, on 

retrouve les laminines 211, 411 et 511 (Occhi et al., 2005). Les laminines sont indispensables à la 

myélinisation par les cellules de Schwann grâce à leurs interactions avec le complexe α6β1 (McKee et 

al., 2012).  

3.2.4. α6β1 : le complexe permettant l’initialisation de la 
myélinisation 

α6β1 est le récepteur des laminines le plus représenté au sein des précurseurs des cellules de 

Schwann et au sein des cellules de Schwann immatures. L’attachement des cellules de Schwann aux 

laminines ainsi que la myélinisation sont bloqués lors de l’inactivation de β1 (Fernandez-Valle et al., 

1994). Une délétion de β1 dans les cellules de Schwann entraine aussi un blocage du tri axonal (M 

Laura Feltri et al., 2002). La présence du complexe α6β1 est nécessaire pour le tri axonal et 

l’initialisation de la myélinisation (Pellegatta et al., 2013). Cependant, ce complexe n’est pas 

indispensable : son absence peut être compensée par α7β1 (Pellegatta et al., 2013).  

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 58 

 



3.2.5. α6β4 un complexe particulier 

L’intégrine α6β4 est exprimée dans des tissus épithéliaux variés, dans les cellules de Schwann et 

dans les cellules endothéliales. La sous-unité β4 se distingue des autres intégrines par son long 

domaine de signalisation intracytoplasmique. Alors que les domaines cytoplasmiques des autres 

intégrines sont constitués de moins de 50 acides aminés, celui de la sous-unité β4 est supérieur à 1000 

acides aminés (Hogervorst et al., 1990; Suzuki and Naitoh, 1990). La structure de ce domaine 

cytoplasmique est décrite en Figure 31A. Le domaine cytoplasmique de la sous-unité β4 est constitué 

de deux paires de domaines de fibronectines type III, un domaine Calxβ et un segment de connexion 

(de Pereda et al., 1999). La répétition des domaines fibronectine et du segment de connexion est 

nécessaire à l’assemblage des hémidesmosomes (Litjens et al., 2006; Margadant et al., 2008; de Pereda 

et al., 2009). Les hémidesmosomes sont de larges complexes d’adhérences qui ancrent la membrane 

des cellules épithéliales à la membrane basale. 

 

Figure 31 : La structure du complexe α6β4 et l’assemblage de l’hémidesmosome (Stewart and O’Connor, 

2016).  

A) La sous-unité d’intégrine β4 ne s’associe qu’avec la sous-unité α6. Le long domaine cytoplasmique de β4 se 

distingue structurellement des autres récepteurs connus mais contient plusieurs domaines distincts comprenant 
un domaine Calx-β, 4 domaines répétés de fibronectine de type III, un segment de connexion et une queue C-
terminale.  

B) L’intégrine α6β4 agit dans la formation des hémidesmosomes en fixant de nombreuses protéines 
hémidesmosomales comprenant la plectine (HD1), BP180 (aussi connue sous l’appellation BPAG2 ou collagène XVII) 
et BP230 (aussi connue sous l’appellation BPAG1) 
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A la surface des cellules, orientées vers la membrane basale, les intégrines α6β4 se lient aux 

laminines présentes dans la matrice extracellulaire facilitant ainsi une adhérence stable pour la 

formation des hémidesmosomes. (Litjens et al., 2006; Margadant et al., 2008; de Pereda et al., 2009). 

Au niveau de ses jonctions, α6β4 permet la connexion entre les filaments intermédiaires de 

cytokératines dans la cellule et les laminines dans la membrane basale au travers d’interactions avec 

la plectine, du collagène XVII/BP180 et BP230 comme présenté Figure 31B (Borradori and Sonnenberg, 

1996; Rezniczek et al., 1998). 

Le complexe α6β4 joue le rôle de stabilisateur entre la lame basale et la cellule de Schwann 

permettant une bonne myélinisation (Berti et al., 2006). Au cours de la myélinisation, le complexe 

α6β4 va remplacer petit à petit le complexe α6β1. Il a, par ailleurs, été montré que la sous-unité α6 

dimérise préférentiellement avec β4 lorsque β4 et β1 sont disponibles. L’expression de α6β4 va 

continuer d’augmenter au cours de la myélinisation (Previtali et al., 2003b; Verheijen et al., 2003).  

L’inactivation du gène de la sous-unité d’intégrine β4 est létale, donc n’a pas pu être étudiée 

pendant de nombreuses années. Cependant, une étude avec des animaux portant une délétion 

conditionnelle de β4 a été effectuée. Après la compression du nerf β4 -/-, les axones présentent une 

gaine de myéline moins épaisse que les animaux normaux, cependant l’expression des laminines 

n’apparait pas perturbée (Van der Zee et al., 2008).  

Le complexe α6β4 est impliqué dans de nombreuses voies de signalisations cellulaires, comme 

par exemple, la voie PI3-K. En effet, le domaine cytoplasmique permet une activation sans 

intermédiaires de cette voie. Cette dernière est impliquée dans la prolifération, la survie,  et la 

migration cellulaires, ainsi que la myélinisation (Giancotti and Tarone, 2003a). 

 

Figure 32 : activation de la voie PI3-K par α6β4 (Stewart and O’Connor, 2016) 

Dans le nerf, l’activation de PI3-K entraine l’activation d’une voie de signalisation précise qui 

régule la myélinisation du système nerveux périphérique.  
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Figure 33 : Schéma de la voie de signalisation PI3-K activée durant la myélinisation 

Dans les cellules de Schwann myélinisantes, le signal promyélinisant est proposé par le signal des laminines via α6β4 et SGK1, 

qui active NDRG1 une protéine impliquée dans la maintenance myélinique à long terme.  

Par ailleurs, quand β4 est inactivée de manière transitoire, les niveaux d’expression du gène de 

la sous-unité d’intégrine β1 augmentent afin de compenser le manque de β4 (Knyazev et al., 2015).  

 Les intégrines liées à des désordres du SNP 

Comme décrit précédemment, les intégrines sont largement exprimées dans le système nerveux 

périphérique et jouent un rôle central dans son développement, dans la croissance axonale, la 

formation des unités axone-cellule de Schwann et la myélinisation. Il n’est donc pas surprenant que 

l’altération de l’expression des intégrines puisse entrainer des pathologies neurodégénératives, 

inflammatoires ou néoplasiques du système nerveux périphérique. 

3.3.1. Les intégrines dans les neuropathies axonales 

La neuropathie axonale est le résultat de diverses neuropathies dégénératives dans le SNP. La 

lésion du nerf sciatique des rongeurs est un bon modèle de neuropathie axonale. Après la coupure ou 

l’écrasement, une dégénérescence Wallérienne s’installe de façon distale au site de lésion. La 

dégénérescence Wallérienne est la réaction élémentaire des fibres du nerf périphérique lorsque leurs 

continuités sont interrompues par des évènements traumatiques, toxiques, dégénératifs, ischémiques 

ou métaboliques. Les conséquences sont alors la dégénérescence des structures axonales, 

l’interruption de la gaine de myéline en structures ovoïdes, la dédifférenciation des cellules de 

Schwann et leur prolifération. En parallèle, les macrophages envahissent le nerf blessé, phagocytent 

et dégradent les axones et les membranes myéliniques et stimulent la prolifération des cellules de 

Schwann. Finalement, après l’écrasement du nerf, l’environnement, constitué des tubes de lame 

basale et des cellules de Schwann, soutient la régénérescence axonale, suivie de la différenciation des 

cellules de Schwann en cellules de Schwann myélinisantes, permettant alors la remyélinisation et la 

réinnervation des organes cibles.  
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Le rôle des intégrines dans ces interactions en devient évident. La sous-unité d’intégrine β2 est 

activement impliquée dans le recrutement des macrophages durant la dégénérescence Wallérienne 

et dans les processus de phagocytose (Vougioukas et al., 1998). Les cellules de Schwann acquièrent de 

nouvelles fonctions durant la dégénérescence Wallérienne et la régénérescence. La dégradation de la 

myéline suit la perte du contact axonal. Les cellules de Schwann prolifèrent et deviennent 

phagocytotiques afin de reconstituer un tube neural pour les axones en régénérescence. Les cellules 

de Schwann excédantes meurent par apoptose, les cellules de Schwann restantes entourent les axones 

qui repoussent et vont éventuellement remyéliniser les axones de large diamètre. Nombre de ces 

évènements sont effectués en lien avec la lame basale, ainsi qu’en lien avec sa reformation. On observe 

une diminution de l’expression de α6β4 immédiatement après la lésion. En même temps que la 

dégénérescence des axones, les cellules de Schwann maintiennent cependant des récepteurs α6β1 

(Feltri et al., 1994). Que ce soit dans les nerfs en train de régénérer ou pour ceux qui ne régénèrent 

pas, le niveau d’ARNm de β4 augmente progressivement du 8ème au 58ème jour après la lésion. β4 

forme de nouveau une expression ab-axonale polarisée au sein du nerf myélinisé complètement 

reformé.  

Ces observations effectuées sur des animaux modèles ont aussi été remarquées sur des biopsies 

de nerfs de patients atteints des neuropathies axonales. Par exemple, une neuropathie humaine aiguë 

peut être induite par un manque d’expression polarisée de β4 sur les cellules de Schwann 

myélinisantes (Stewart and O’Connor, 2016). Des nerfs dénervés chroniquement présentent une 

expression diffuse de β4 le long des tubes de cellules de Schwann, alors que des neuropathies axonales 

associées à des phénomènes de régénérescence de fibre nerveuse avec juste un peu de myéline 

(indiquant une régénérescence axonale) présentent bien une expression polarisée de β4. 

3.3.2. Les intégrines dans la réparation du nerf 

A l’inverse du système nerveux central, les fibres du nerf périphérique sont capables de se 

régénérer après une blessure. La réponse régénérative inclut plusieurs évènements qui sont 

principalement influencés par les cellules de Schwann et la matrice les entourant. Comme discuté 

précédemment, concernant la croissance axonale, les interactions axones-cellules de Schwann et la 

myélinisation, la plupart de ces évènements sont influencés par la matrice extracellulaire et les 

intégrines. En fait, aux niveaux des expressions, la plupart des intégrines et des constituants de la 

matrice extracellulaire qui sont régulés après une lésion, le sont de la même façon que lors du 

développement du système nerveux périphérique. Durant la dégénérescence Wallérienne, les cellules 

de Schwann se dédifférencient, prolifèrent massivement et participent à la phagocytose. Par ailleurs, 

si la lésion a préservé l’intégrité du nerf, les cellules de Schwann et les constituants de la matrice 

extracellulaire constituent un environnement permissif aidant la croissance de l’axone, les interactions 

des cellules de Schwann, l’innervation de l’organe cible et la myélinisation. Les gènes des protéines 

cytosquelettiques (comme l’γ-actine, la tubuline α, la vimentine et la GFAP) et les molécules 

d’adhérence (L1, N-CAM) sont activement régulés tout au long de ces phases, tout comme le sont les 

protéines impliquées dans la myélinisation (comme P0, PMP22, MAG, MBP, MBP, la connexine 32 et 

les periaxines) (Gillen et al., 1997).  

Aussi, certains composants de la matrice extracellulaire et des intégrines exprimées dans le 

système nerveux périphérique sont modulés durant la dégénérescence et la régénérescence du nerf. 

Les chaines de laminines B1 et B2 sont rapidement régulées négativement après une lésion du nerf. 

Elles sont de nouveaux exprimées durant la régénérescence du nerf (Doyu et al., 1993). La synthèse de 

fibronectine et de collagènes (type 1, III et IV) est augmentée au niveau du site de la lésion, avec de 
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plus hautes concentrations dans la région connectant les extrémités distales et proximales. Ces 

molécules jouent un rôle dans le remodelage de l’espace endoneurial après une lésion du nerf (Lefcort 

et al., 1992; Siironen et al., 1992).  

Comme mentionné plus tôt, le complexe α6β4, récepteur des laminines, est régulé négativement 

dans les cellules de Schwann après une lésion. Ce complexe est de nouveau exprimé durant la 

remyélinisation et l’assemblage de la lame basale complète (Feltri et al., 1994). En parallèle, 

l’expression de α1β1 et α5β1 est induite après une lésion et exprimée au sein des cellules de Schwann. 

α5β1 est aussi exprimée au niveau du cône de croissance (Lefcort et al., 1992; Stewart et al., 1997). 

L’expression du récepteur de la fibronectine (α5β1) facilite la régénérescence des axones au travers 

d’une région riche en fibronectines. Il a aussi été montré que l’utilisation d’un anticorps anti-intégrine 

α1 inhibait la régénérescence nerveuse (Toyota et al., 1990). De plus, les bords proximaux et distaux 

de la lésion présentent une augmentation d’expression de la sous-unité d’intégrine β1 (Taskinen et al., 

1995).  
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 Interaction de PMP22 avec les intégrines 

En 2006, Amici et ses collaborateurs. ont mis en évidence une interaction de la protéine PMP22 

avec l’intégrine α6β4 (Amici et al., 2006). Pour ce faire, l’équipe a développé un modèle murin de souris 

LacZ déficiente en PMP22. Les exons 2 et 3 de PMP22, codant le premier domaine transmembranaire 

ont été remplacés par un gène rapporteur Lac Z avec un gène de « néo » sélection (Figure 34). 

 

Figure 34 : Représentation schématique de l’insertion du gène rapporteur Lac –Z en remplacement des 

exons 2 et 3 de PMP22 (Amici et al., 2006) 

A. Représentation de la structure génomique de PMP22 de souris, montrant les exons alternatifs 1A et 1B, qui sont eux même 
précédés respectivement par les promoteurs 1 et 2. La double barre située entre les exons 3 et 4 et les exons 4 et 5 indiquent 
des séquences introniques de 16,6 et 7,0 kb respectivement.  

B. Diagramme de la construction PMP22-LacZ. Les deux premiers exons codants de PMP22 (exons 2 et 3) ont été remplacées 
par un gène rapporteur LacZ, suivi par un fort signal de terminaison de la transcription, le PGK-néo gène, et un second signal 
stop. Les sites de restrictions BamHI sont marqués (B). 5’ probe : La localisation de la sonde de PMP22 en 5’. Néo probe : 
localisation de la néo sonde.  

La séquence codante entière de PMP22 n’a pas été supprimée à cause de la difficulté de 

supprimer le gros intron entre les exons 3 et 4 (~17 000 pb), qui pourrait contenir des éléments de 

régulation et pourrait affecter l’expression du rapporteur LacZ. Dans cette construction, le gène LacZ 

est dirigé par les promoteurs de PMP22, permettant le suivi de la protéine β galactosidase au sein de 

l’organisme. 

Phénotypiquement, les souris PMP22 déficientes hétérozygotes sont un modèle d’hyper 

sensibilité à la pression (HNPP), qui est communément associé à la délétion d’une copie du gène 

PMP22 (Chance et al., 1993). Cependant, les souris homozygotes déficientes en PMP22 présentent une 

neuropathie bien plus sévère rappelant La CMT1A (K Adlkofer et al., 1995). Les souris homozygotes 

présentent des signes manifestes de déficit moteurs, incluant les membres postérieurs joints, des 

tremblements, ainsi qu’une démarche maladroite devenant visible dès deux semaines après leur 

naissance. A mesure du vieillissement de l’animal, la faiblesse musculaire distale progresse, 

aboutissant alors à une paralysie des membres inférieurs. Les souris homozygotes ne sont pas capables 

de se reproduire et présentent aussi une croissance très retardée. Les souris hétérozygotes, quant à 

elles, sont moins affectées mais présentent des sévérités de déficits moteurs très variables à partir de 

5 mois. 

Concernant la physiologie des nerfs de ce modèle : les souris homozygotes âgées de 21 jours 

présentent des structures en tomacula. Les structures en tomacula sont essentiellement retrouvées 

dans la région paranodale de la myéline. Cependant, un épaississement de la myéline dans la région 

internodale a aussi été remarqué. Agés de 3 semaines, les nerfs des souris hétérozygotes présentent 
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moins de structures en tomacula dans le nerf sciatique mais leur quantité augmente au cours du 

vieillissement de l’animal. 

 Les souris déficientes en PMP22 présentent une myélinisation 
retardée et une altération des interactions entres les CS et la lame basale 

Dans un premier temps, Amici et al. ont démontré qu’en l’absence de la protéine PMP22, il y a 

une augmentation notable du nombre de CS bloquées au stade de pro-myélinisation (Figure 35). Ces 

CS ont entouré les axones mais n’ont pas commencé leur enroulement pour former la myéline. Au 

contraire, il a aussi été remarqué des axones hyper-myélinisés provoquant par la suite les structures 

en tomacula. De plus, sur un nerf normal, l’interaction de l’axone avec la cellule de Schwann est étroite, 

et chaque unité axone – cellule de Schwann est entourée par une lame basale. Cependant, chez les 

souris homozygotes, il a été observé des structures en poches de lame basale ainsi que des pertes de 

la lame basale autour des unités axone – cellules des Schwann (Figure 35).  

 

 

 

Figure 35 : Coupes ultrafines de nerfs de souris déficientes en PMP22 (Fortun et al., 2006) 

La figure G montre des processus d’hypermyélinisation donnant lieu à des structures en tomacula, on observe aussi beaucoup 
d’axone avec des cellules de Schwann au stade promyélinisation. Sur les figures EFG on observe une perte de la lame basale 
de ces cellules de Schwann au stade de promyélinisation. 

 Une diminution de l’expression de la sous-unité d’intégrine β4 

dans le nerf sciatique des souris déficientes en PMP22 

Chez les souris normales, la sous-unité d’intégrine β4 est localisée au sein de la membrane 

externe des CS. Cependant, dans les souris déficientes en PMP22, il a été noté une très forte diminution 

du marquage de β4. Cette diminution a, par la suite, été vérifiée par Western blot.  

 PMP22 est en complexe avec l’intégrine α6β4 et les laminines.  

Par immuno-précipitation, Amici et ses collaborateurs ont démontré que chez les souris 

normales, PMP22 et β4 sont complexées. Les mêmes résultats ont été obtenus pour β4, α6 et les 

laminines. Ils ont, par la suite, vérifié ces résultats sur d’autres tissus et ont démontré que PMP22 et 
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β4 était complexée dans d’autres types cellulaires, tels qu’une lignée cellulaire d’adénocarcinome du 

colon humain. 

 PMP22 et l’intégrine α6β4 dans l’initialisation de la 

myélinisation  

L’absence complète de PMP22 est très rare chez l’humain et seuls quelques cas ont été présentés 

(Jouaud et al., 2016; A. S. D. Saporta et al., 2011). Chez ces patients, la myélinisation est bloquée et de 

nombreuses cellules de Schwann sont bloquées au stade de promyélinisation (Amici et al., 2006). La 

microscopie électronique montre clairement que les axones qui devraient être myélinisés sont 

entourés par les extensions cellulaires des cellules de Schwann, qui paraissent bloquées en cet état. 

Ces extensions entourent l’axone de manière incomplète et ne forment pas de mésaxone permettant 

l’initialisation de la myélinisation (Figure 36).  

 

Figure 36 : Section transversale ultrafine de fibre nerveuse de souris sans PMP22  

A : axone, SC : Cellule de Schwann. La flèche représente l’absence de contact entre les extensions de la cellule de Schwann.  

Le processus d’initialisation de la myélinisation est régulé très précisément. Le dialogue 

bidirectionnel entre la cellule de Schwann et l’axone est fondamental pour la formation de la myéline 

durant le développement, sa maintenance, et sa remyélinisation après une blessure. De plus, en 

périphérie de la cellule de Schwann, la mise en place d’une lame basale est indispensable pour la 

myélinisation (Bunge et al., 1990). Plus récemment, plusieurs molécules contrôlant la myélinisation au 

travers du contact axone-cellule de Schwann et cellule de Schwann lame basale ont été mises en 

évidence. NRG1 (neureguline 1) par exemple est un régulateur clé impliqué dans presque tous les 

aspects de la biologie des cellules de Schwann (Birchmeier and Nave, 2008). Sous la direction de NRG1, 

les cellules précurseurs se développent en cellules de Schwann immature avec une lame basale, elles 

acquièrent une boucle autocrine permettant d’entourer les axones et de sélectionner les axones de 

larges diamètres lors d’un processus complexe : le tri radial (Berti et al., 2011). Donc les cellules ont 

besoin d’une lame basale comme prérequis à la myélinisation. La lame basale agit comme un support 

mécanique primordial permettant une compartimentalisation et un soutien morphologique aux 

cellules qui y adhèrent. Elle est composée de macromolécules comme différents types de collagènes, 

des fibronectines et des laminines (Rosso et al., 2012). Le récepteur des laminines est le complexe 

α6β4. Il est exprimé à la surface des cellules de Schwann en direction de la lame basale et est connu 
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pour interagir avec les laminines qui à leur tour, sont cruciales à l’initialisation de la myélinisation au 

travers du tri radial. L’absence du complexe α6β4 sur les cellules de Schwann conduit à une mauvaise 

formation des feuillets myéliniques sur les souris âgées. En 2006, Amici et ses collaborateurs ont 

démontré que PMP22 était complexée avec α6β4. Ils ont, par ailleurs, démontré que l’absence de 

PMP22 altère la lame basale des cellules de Schwann et induit des anomalies de signal entre les 

compartiments intra et extracellulaire des cellules de Schwann (Rosso et al., 2012). 
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 Problématique et objectifs de la thèse 

En conditions normales, PMP22 interagit avec l’intégrine α6β4 au sein de la région ab-axonale 

des cellules de Schwann myélinisantes. Lorsque PMP22 est absente, l’expression de la sous-unité β4 

diminue et la lame basale des cellules de Schwann est déstabilisée (Amici et al., 2006). Qu’en est-il lors 

de la sur-expression de PMP22 que l’on constate chez les patients CMT1A ? Dans la partie 

expérimentale qui va suivre, nous avons cherché à caractériser l’effet de PMP22 sur les intégrines. 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’expression de ces intégrines au sein des nerfs 

sciatiques de rats normaux, que nous avons comparés avec les rats hétérozygotes et homozygotes. 

Pour ce faire, nous nous sommes intéressés à l’expression génique des intégrines et de PMP22 par 

qRT-PCR. Puis, dans un second temps, nous avons mesuré l’expression protéique de ces protéines 

grâce au Western Blot et à l’immunohistochimie couplée à la microscopie confocale. Enfin, nous avons 

étudié les modifications morphologiques de ces nerfs sur des coupes lues en microscopie électronique.  

Dans une seconde partie, nous avons étudié les effets de l’absence de la protéine PMP22 chez un 

patient très particulier, porteur d’une suppression du gène de PMP22 sur un allèle et porteur d’une 

mutation faux sens sur l’autre. Nous avons tout d’abord cherché à connaitre l’expression de PMP22 

grâce à la PCR quantitative en temps réel. En effet, la présence d’un codon stop prématuré est une des 

conditions pour lesquelles des mécanismes de dégradation de l’ARN messager peuvent intervenir. 

Puis, avons effectué une étude approfondie de la pathologie des nerfs de ce patient au moyen de la 

microscopie électronique. Pathologie que nous avons comparée soit, avec nos modèles animaux, soit 

avec d’autres patients porteurs, eux aussi, d’une mutation sur chacun des allèles du gène de PMP22. 

La diversité des animaux modèles et des patients ayant une mutation de la protéine PMP22 sont 

aussi une source d’information importante pour l’étude des rôles de la protéine PMP22. Dans une 

troisième partie, avons effectué une étude comparative de quelques animaux modèles portant une 

mutation de PMP22, comparés à des patients ayant des mutations proches. 

Enfin, dans une dernière partie, nous avons étudié la structure protéique de PMP22 via homologie 

de séquence et dynamique moléculaire nous permettant alors l’élucidation d’une structure protéique 

sans passer par la cristallographie. Pour ce faire, j’ai rejoint un projet de l’équipe dans lequel cette 

méthode est utilisée. Ce projet portait sur la modélisation du domaine extracellulaire de la protéine 

CasR. Cette méthode nous a permis par la suite l’étude de la protéine PMP22, dont la structure 

tridimensionnelle ne peut pas être élucidée par cristallographie. 
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Partie expérimentale 

  

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 69 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Article 1 : PMP22 overexpression is associated with a shift from α6β4 

toward α6β1 integrin expression in CMT1A rats 

Authors : Maxime Jouaud, Laurence Richard, Benoît Funalot, Jean-Michel Vallat, Franck G Sturtz, 

Anne-Sophie Lia 
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Avant-propos de l’article 1  

La protéine PMP22 est associée au complexe α6β4 dans des cellules de Schwann myélinisantes 

normales (Fortun et al., 2006). Mais qu’en est-il de l’expression des intégrines lors de CMT1A ?  

Pour répondre à cette question, nous avons utilisé des animaux modèles de CMT1A : une lignée 

de rats transgéniques porteuse de transgènes de PMP22 venant du génome de la souris. Les animaux 

hétérozygotes sont donc porteurs de 3 copies supplémentaires du gène de PMP22 de souris, les 

animaux homozygotes sont porteurs de 6 copies supplémentaires de PMP22 de souris.  

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à l’expression génique de PMP22, de 

l’intégrine α6β4, mais aussi à l’expression génique de l’intégrines α6β1. α6β1 est un autre complexe 

récepteur des laminines dans les cellules de Schwann mais exprimé uniquement au sein des cellules 

de Schwann immatures ou en début de myélinisation (M. Laura Feltri et al., 2002). Nous nous sommes 

aussi intéressés à l’expression protéique de PMP22 et de ces mêmes intégrines par Western-Blot et 

immunohistochimie, associés à de la microscopie confocale. Enfin, nous avons comparé ces résultats 

avec l’atteinte des nerfs de ces animaux à l’aide de la microscopie électronique.  

Tout d’abord, nous avons observé une variation d’expression des intégrines tant au niveau de 

l’expression génique qu’au niveau de l’expression protéique. Une diminution de l’expression du 

complexe α6β4 de 50 % est détectée chez les animaux hétérozygotes, et une augmentation de 

l’expression de la sous-unité d’intégrine β1 de 60 % chez ces mêmes animaux. Par ailleurs, la 

diminution d’expression d’α6β4 est aussi couplée à une mauvaise localisation protéique au sein des 

cellules de Schwann. En effet, α6β4 exprimé au niveau de la membrane des cellules de Schwann chez 

les animaux normaux, est majoritairement observé au niveau du cytoplasme Schwannien chez les 

animaux hétérozygotes ou homozygotes mutés. Ce même défaut de localisation est observé pour 

PMP22, et la colocalisation avec α6β4 semble conservée. Par ailleurs, en plus de l’expression de PMP22 

de souris présent dans le transgène, nous avons observé une augmentation du niveau d’ARN PMP22 

de rat, montrant une activation du gène de PMP22 endogène, témoignant d’une régulation active du 

gène PMP22.  

L’intégrines α6β4 est un marqueur de maturation des cellules de Schwann myélinisantes alors 

que α6β1 est exprimée dans les cellules de Schwann lors de l’initialisation de la myélinisation et 

disparait progressivement au cours de la progression de la myélinisation. Les cellules de Schwann des 

rats CMT1A présenteraient donc un retard dans leur maturation.  
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Discussion concernant l’article 1  

Une sur-expression de PMP22 entraine une accumulation de celle-ci dans le cytoplasme des 

cellules de Schwann. On suppose que cette accumulation de PMP22 entraine une saturation du 

système de dégradation de protéines, entrainant alors la formation d’agrégats de protéines dans les 

cytoplasmes Schwanniens (Dickson et al., 2002; Fortun et al., 2003, 2006, 2007). Cependant, cette 

accumulation de protéines n’est pas suffisante pour expliquer les dysfonctions cellulaires. En effet, les 

modifications d’expression des intégrines au niveau transcriptionnel que nous avons observées dans 

cette étude nous incitent à approfondir le raisonnement. Comment la sur-expression de PMP22 est-

elle associée ou, peut-elle induire une altération de l’expression des gènes des intégrines ?  

Au sein du système nerveux périphérique, les intégrines ont un rôle indispensable dans de 

nombreux processus : durant l’embryogénèse, le développement post natal, l’homéostasie et la 

réparation du système nerveux périphérique. α6β1 et α6β4 sont tous les deux des complexes  

récepteurs des laminines de la lame basale. α6β1 est indispensable au tri axonal et à l’initialisation de 

la myélinisation. α6β4 est associé à la myélinisation par des cellules de Schwann matures et 

myélinisantes (Chernousov et al., 2008; Fernandez-Valle et al., 1994). L’intégrine α6β4 présente un 

intérêt particulier. C’est un composant majeur des hémidesmosomes qui stabilisent l’adhérence 

cellulaire des kératinocytes à la membrane basale de l’épiderme en interagissant avec la plectine 

(Litjens et al., 2006). β4 est une sous-unité d’intégrine particulière par son long domaine (long de 1000 

acides aminés contre 50 pour les autres intégrines). Ce domaine est impliqué dans de nombreux 

signaux cellulaires ; dont l’activation de MAPK (mitogen activated protein kinase) et NF- κB (nuclear 

factor κB) ; des voies de signalisation impliquées dans la stabilité de la myéline.  

D’après nos résultats, nous avons émis plusieurs hypothèses : la formation d’agrégats dans le 

cytoplasme des cellules de Schwann due à la sur-expression de PMP22 doit séquestrer la sous-unité 

d’intégrine β4, entrainant une réduction des niveaux d’α6β4 au niveau de la membrane externe des 

cellules de Schwann. Cette réduction des niveaux d’α6β4 à la membrane entraine probablement une 

réduction des signaux de myélinisation normalement induits par la queue cytoplasmique de β4. Ces 

résultats sont comparables à ceux obtenus lors d’une inactivation de β4 (Van der Zee et al., 2008). 

Dans cette étude, après une compression du nerf chez l’animal dont le gène ITGB4 a été 

conditionnellement inactivé, les auteurs ont montré qu’α6β4 n’est pas indispensable à la 

myélinisation, mais son absence entraine une réduction de la myélinisation durant la régénérescence 

axonale. L’altération de la transduction du signal de β4 pourrait aussi être responsable de l’activation 

du gène PMP22. Les cellules de Schwann semblent compenser ce qu’elles perçoivent comme une 

myélinisation insuffisante. 

Par ailleurs, la séquestration de β4 dans le cytoplasme semble empêcher l’interaction d’α6 avec 

β4 maintenant le complexe α6β1 et ralentissant donc la maturation des cellules de Schwann et ainsi 

la myélinisation.  

Bien entendu, ces hypothèses devront être vérifiées dans le futur par des études 

transcriptomiques et protéomiques sur les facteurs de transcription des gènes des intégrines, 

également sur les voies de signalisation en aval de la queue cytoplasmique de β4 qui, devraient être 

impliquées afin de confirmer leurs rôles dans le CMT1A.  
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Article 2 : Congenital hypomyelinating neuropathy due to the association 
of a truncating mutation in PMP22 with the classical HNPP deletion. 

Jouaud M, Gonnaud PM, Richard L, Latour P, Ollagnon-Roman E, Sturtz F, Mathis S, Magy L, Vallat 

JM. 
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Avant-propos de l’article 2  

L’HNPP est une neuropathie héréditaire à transmission autosomique dominante, donc il suffit 

qu’un allèle porte une délétion de PMP22 pour voir la maladie se déclarer. Donc les cas de patients 

avec des mutations sur les deux allèles sont extrêmement rares. La maladie est très sévère chez ces 

patients. Dans cette étude, nous rapportons le cas d’un de ces patients, qui a été suivi par notre équipe 

dès ses 28 mois, jusqu’à aujourd’hui (21 ans). Le patient a hérité de son père la délétion « classique » 

de PMP22 (17p11.2) et d’une mutation non-sens sur PMP22 de sa mère.  

Dans un premier temps, nous avons vérifié l’absence complète de la protéine PMP22 tel que nous 

le supposions. Pour cela, par qRT-PCR, nous avons montré que le mécanisme de RNA decay dégradait 

l’ARN de PMP22 tronqué prouvant alors une absence complète de la protéine PMP22.  

Ce patient présente une absence totale de feuillets myéliniques. De nombreuses fibres sont 

entourées par des proliférations concentriques de lame basale. Une absence totale de myéline chez 

l’humain est extrêmement rare. C’est la première fois qu’est présentée une biopsie de nerf d’un 

patient avec des mutations composites sur les deux allèles de PMP22.  

Cette étude nous a permis de conclure sur le rôle indispensable de PMP22 dans la constitution 

du mésaxone et l’initialisation de la myélinisation. En effet, les extensions de cytoplasme des cellules 

de Schwann commencent à entourer l’axone mais les deux extensions semblent s’arrêter à des 

distances variables l’une de l’autre avant d’entrer en contact. Ceci empêche la formation du mésaxone 

et donc l’initialisation de la myélinisation. Une telle absence de mésaxone n’a pas été observée chez 

les animaux modèles sans PMP22, mais a été observée chez les souris trembler et trembler J 

homozygotes (Robertson et al., 1999). Notre étude est la première à décrire la pathologie d’un nerf 

humain sans PMP22. 
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Discussion concernant l’article 2  

Au cours de cette étude, nous avons effectué le suivi d’un patient PMP22 hétérozygote 

composite. Ce patient est unique. Nous avons démontré qu’il présentait une absence complète de 

PMP22 dans ses nerfs, ce qui entraine une absence complète de myéline, même autour des plus larges 

axones.  

Grâce à la microscopie électronique, nous avons observé un blocage de l’initialisation de la 

myélinisation sur des prélèvements nerveux. Plus précisément, nous avons observé l’extension des 

« bras » des cellules de Schwann autour de l’axone, mais ces bras restent bloqués avant même de se 

rejoindre pour initialiser le premier tour de myélinisation. Cette observation est très intéressante et 

nous montre un rôle de PMP22 dans l’initialisation de la myélinisation chez l’homme. Une absence de 

myéline chez un patient est très rare. Et aucun patient n’a été suivi sur une durée aussi longue. Ce 

patient a été suivi depuis ses 28 mois jusqu’à ses 21 ans. De manière très surprenante, la force 

musculaire est assez conservée, ce qui contraste avec la très sévère perte de sensibilité. Le rôle de 

PMP22 pourrait être différent dans le développement des fibres nerveuses et sensitives. Saporta et 

ses collaborateurs ont montré que PMP22 est fortement exprimée dans les racines des ganglions 

dorsaux durant le développement embryonnaire et décline après la naissance (M. A. Saporta et al., 

2011). L’absence de PMP22 pourrait altérer le développement des nerfs sensoriels durant le 

développement précoce.  

Aussi, nous ne savons pas quelles voies de signalisation sont concernées par le manque de la 

protéine PMP22. La mise en place de la lame basale fait partie des éléments indispensables pour 

l’initialisation de la myélinisation. Il serait donc intéressant, pour ce patient aussi, d’étudier les 

laminines de la lame basale et ses récepteurs ; et plus particulièrement l’intégrine α6β1, afin de 

montrer un effet de l’absence de PMP22 sur ces voies de signalisation. 

Une absence complète de myéline dans le système nerveux périphérique est très rare mais a déjà 

été décrite (Charnas et al., 1988; Funalot et al., 2012; Kasman et al., 1976; Palix and Coignet, 1978). 

Cependant, notre cas est le premier dont le pronostic vital n’est pas engagé. Le cas présenté par 

Funalot et ses collaborateurs décrivait un patient avec une mutation congénitale d’EGR2. PMP22 étant 

plus en aval de la voie de signalisation impliquant Egr2, des mécanismes compensatoires doivent agir 

pour permettre un développement d’un système nerveux périphérique viable. Une étude portant sur 

les facteurs de myélinisation tels qu’Oct6 et Sox20 nous permettrait de savoir si l’absence de PMP22 a 

un impact sur ces voies de myélinisation.  
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Article 3 : Rodent models with altered expression of PMP22 relevance to 
demyelinating CMT and HNPP 

Maxime Jouaud, Stéphane Mathis, Laurence Richard, Anne-Sophie Lia, Laurent Magy, Jean-

Michel Vallat  
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Avant-propos de l’article 3  

Il existe de nombreux animaux modèles impliquant PMP22, permettant l’étude de la CMT1A, de 

l’HNPP ou du CMT1E. Cependant, sont-ils représentatifs des pathologies humaines auxquelles ils 

devraient se rapprocher fidèlement ? 

Basés sur les expériences de notre équipe, nous avons comparé les pathologies de patients 

« types » avec une sélection de ces différents animaux modèles. Les analyses clinique, biochimique, 

électrophysiologique et pathologique de ces animaux et de ces patients nous permettent d’en 

apprendre plus sur l’initialisation de la myélinisation du système nerveux périphérique, et la fonction 

de PMP22 plus particulièrement. Par ailleurs, de telles études de comparaisons de patients avec les 

animaux modèles présentent un intérêt notoire pour rationaliser le développement de médicaments 

efficaces pour les patients atteints de ces neuropathies.  

Dans un premier temps, nous avons étudié les animaux modèles avec une diminution de 

l’expression de PMP22. Nous disposions d’un modèle de souris avec inactivation homozygote ou bien 

hétérozygote du gène PMP22. Nous avons comparé le modèle hétérozygote avec un patient souffrant 

d’une HNPP avec un phénotype classique. Le modèle homozygote a, quant à lui, été comparé à un 

patient porteur de mutations composites sur chaque allèle de PMP22. Les animaux déficients en 

PMP22 sont très proches des patients porteurs d’HNPP. En revanche, le patient sans PMP22 présente 

d’importantes différences lorsqu’il est comparé à la souris sans PMP22. En effet, le patient sans PMP22 

présente une absence complète de myéline autours des axones ; alors que le modèle animal présente 

des phénomènes de tomacula. On observe aussi des axones de large diamètre non myélinisés et 

bloqués au même stade que chez l’humain. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux modèles du CMT1E, c’est-à-dire des animaux porteurs 

de mutation spontanée sur le gène PMP22. Pour ce faire, nous disposions d’échantillons de la lignée 

trembler (porteur la mutation p.Leu16Pro disparue de nos jours) et de la lignée trembler J (porteur de 

la mutation p.Thr118Met). Ces deux lignées ont, elles aussi, été comparées à des patients souffrant de 

CMT1E. Les animaux modèles de cette neuropathie sont très proches des patients auxquels ils se 

rapportent. Il est important aussi de noter que les mutations ponctuelles des trembler-J et trembler 

ont aussi été constatées chez des patients.  

Enfin, nous nous sommes intéressés aux animaux modèles du CMT1A. Des rats porteurs d’un 

transgène de PMP22 de souris (3 copies supplémentaires pour les hétérozygotes, 6 copies 

supplémentaires pour les homozygotes) que nous avons comparés à des patients souffrant de CMT1A. 

Chez ces animaux modèles, la pathologie est très ressemblante à celle observée chez les patients. On 

observe aussi une très forte variabilité de l’atteinte des individus, même au sein d’une même portée. 

Ces variations de l’atteinte ont aussi été constatées chez les patients, y compris issus d’une même 

fratrie.  

En conclusion, nous avons pu effectuer, grâce à cette étude, un tour d’horizon des modèles 

animaux porteurs de mutations de PMP22. La plupart de ces modèles sont une reproduction fidèle de 

la pathologie qu’ils représentent chez l’homme et peuvent donc servir de manière fiable pour la 

recherche médicale. L’un d’entre eux cependant est particulier, la pathologie du nerf du patient sans 

PMP22 rappellerait plus celui observé chez les souris trembler-J homozygotes qui, elles aussi, 

présentent une absence totale de myéline.  
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Discussion concernant l’article 3  

Au cours de cette étude, nous avons comparé des animaux modèles de neuropathies impliquant 

la protéine PMP22 à des patients atteints d’une neuropathie correspondante.  

De manière très générale, les animaux modèles correspondent très bien à la neuropathie à 

laquelle ils sont associés.  

Cependant, le modèle de souris sans PMP22 est difficilement comparable au patient sans PMP22.  

En effet, dans la pathologie du nerf des animaux sans PMP22 nous avons observé des axones avec 

une myélinisation très importante produisant des structures en tomacula. Le patient sans PMP22 

souffre, quant à lui d’une absence congénitale de myéline. Le rôle de PMP22 dans l’initialisation de la 

myélinisation n’est peut-être pas identique chez l’homme ou la souris. PMP22 apparait comme 

indispensable à l’initialisation de la myélinisation chez l’homme et non chez la souris. Il est possible 

que l’initialisation de la myélinisation chez la souris soit compensée par une autre voie de signalisation 

rendant l’absence de PMP22 non indispensable à l’initialisation de la myélinisation.  

Pour générer un bon modèle de l’absence de PMP22 il faudrait alors identifier cette voie de 

signalisation et l’inactiver en plus d’inactiver PMP22. De manière intéressante, les modèles de souris 

trembler et trembler-J présentent la même pathologie du nerf que le patient sans PMP22 et 

représenteraient donc un meilleur modèle. En effet, l’arrêt de la formation du mésaxone se fait à la 

même étape. Est-ce que la présence de PMP22 mutée suffit à empêcher la myélinisation par la voie de 

signalisation agissant sur les animaux sans PMP22 ? Il faudrait comparer les expressions des facteurs 

de myélinisation chez les animaux sans PMP22 et homozygotes trembler-J. Des différences dans ces 

voies de signalisation nous permettraient de savoir quelles voies de signalisations sont responsables 

de la formation du mésaxone chez la souris ; et nous permettraient aussi de constater s’il y a des 

différences entre les voies de signalisation humaine et murine.  
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Article 4: Structural Elucidation of the Calcium-Sensing Receptor 
Extracellular Domain: 3D mapping of mutation observed in hyper- and 
hypocalcemic patients 

Authors :  

Maxime Jouaud, Florent Di Meo, Angelique Nizou, Corinne Magdelaine, Anne Lienhardt-Roussie, 

Franck Sturtz, Patrick Trouillas,
 Anne-Sophie Lia  
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Avant-propos de l’article 4 

L’élucidation de la structure tridimensionnelle d’une protéine correspond à l’élucidation de sa 

structure secondaire (b) et tertiaire (c), voire quaternaire (d) s’il s’agit de protéines multimériques 

(Figure 37).  

 

Figure 37 : Structure primaire (a), secondaire (b), tertiaire (c) et quaternaire (d) d’une protéine  

Grâce à la structure tridimensionnelle d’une protéine, il est possible d’obtenir de nombreuses 

informations sur sa fonction biologique. Par exemple, des hélices α avec de nombreux acides aminés 

hydrophobes sont la marque des domaines transmembranaires. Ainsi, il peut s’agir de récepteurs 

membranaires, de protéines exprimées à la membrane d’organites, etc.  

La structure tridimensionnelle permet aussi de connaitre les coordonnées des acides aminés et 

leurs associations. Souvent, des acides aminés « éloignés » sur la structure linéaire de la protéine 

s’associent grâce à des repliements et des torsions afin de former des sites catalytiques par exemple.  

De la même manière, l’association d’acides aminés entre eux permet la création de motifs ou de 

sites de fixations permettant l’interaction des protéines entre elles.  

Et enfin, la structure tridimensionnelle d’une protéine représente un outil indispensable dans 

l’étude des mutations. La cartographie des mutations sur une protéine permet parfois la mise en 

évidence des domaines activateur ou inhibiteur. En connaissant la structure d’une protéine normale 

et d’une protéine avec une mutation ponctuelle, il est possible de montrer des variations de stabilité, 

des modifications de propriétés électrostatiques ou de changements de structures masquant ou 

exposant des sites d’interaction ou de fixation du ligand, par exemple.  

Les techniques de microscopie optique ne disposent pas de la résolution suffisante pour 

distinguer les détails des molécules biologiques au niveau atomique. Les outils de la biologie 

structurale sont, le plus souvent, des méthodes physiques indirectes. La principale méthode est la 

cristallographie aux rayons X, historiquement la plus ancienne et toujours la plus utilisée. Elle est 

complétée par la résonance magnétique nucléaire, qui permet aussi d'atteindre la résolution 

atomique. Cependant, cette technique présente des limites. Aujourd’hui, il est encore impossible 

d’élucider des structures de protéines transmembranaires par cristallographie. Or, la structure 

secondaire de la protéine PMP22 permet de prédire qu’il s’agit d’une protéine transmembranaire avec 

4 domaines, et, de ce fait, elle n’a pas pu être cristallographiée et sa structure tertiaire restait inconnue.  
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Récemment, d’autres techniques permettant d’élucider de manière très fiable la structure 

tridimensionnelle d’une protéine, dont les protéines transmembranaires ont été développées. Ces 

méthodologies reposent sur le couplage de deux techniques complémentaires :  

- L’alignement de la séquence protéique avec d’autres séquences protéiques homologues 

- La dynamique moléculaire 

La première technique part du postulat que deux séquences protéiques identiques auront dans 

la majorité des cas, un repliement tridimensionnel identique, une origine identique et une fonction 

identique (ce postulat n’est pas vrai pour toute les protéines, mais permet de construire un modèle 

basique). Donc, même si la structure de notre protéine n’est pas connue, on essaye d’élucider une 

partie de sa structure avec l’aide d’autres séquences protéiques, ayant une forte homologie. Une fois 

le modèle construit par homologie de séquence, il est possible d’utiliser la dynamique moléculaire afin 

de connaitre la conformation finale que prendrait la protéine dans des conditions proches du vivant.  

Afin d’apprendre cette technique de modélisation, dans le but final de modéliser la protéine 

PMP22, j’ai rejoint un travail déjà en cours dans l’équipe concernant la modélisation du domaine 

extracellulaire d’une autre protéine nommée CasR, impliquée dans la régulation de la calcémie. Cette 

technique de dynamique moléculaire nous a permis d’élucider la structure du domaine extracellulaire 

de cette protéine, de mettre en évidence 4 domaines fonctionnels de cette protéine : zone de 

dimérisation, zone d’ancrage à la membrane, zone catalytique et une zone couronne qui semble très 

importante dans l’activité de la protéine. De plus, grâce à ce modèle, nous avons pu montrer une 

différence de localisation des mutations activatrices et inhibitrices de cette protéine dans ces 

différents domaines, ce qui n’avait pas pu être le cas avec le modèle initial linéaire. Cette technique 

d’homologie de séquences et de dynamique moléculaire est donc d’un grand intérêt pour mieux 

comprendre le fonctionnement d’une protéine. 
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Discussion concernant l’article 4 

Peu de temps avant de soumettre cet article, une étude cristallographique du domaine 

extracellulaire de CasR est parue (Geng et al., 2016).  

 

Figure 38 : Structure cristallographique du domaine extracellulaire de CasR humaine 

La structure tridimensionnelle issue de nos modélisations est très proche de celle obtenue par 

cristallographie. Les auteurs ont identifié des domaines protéiques similaires à ceux que nous avions 

identifiés, à l’exception du « crown domaine », qui nous semble cependant être un domaine très 

important. Nous allons donc orienter notre travail en ce sens afin de comparer nos résultats et ceux 

obtenus par Geng et ses collaborateurs. Nos résultats expérimentaux et notre cartographie des 

mutations sont novateurs et permettent de compléter les connaissances sur l’activation de CasR.  

 

Une fois ce travail effectué, nous avons souhaité effectuer la même procédure pour la protéine 

PMP22. Cependant, une étude sur la structure utilisant cette même méthode est parue (Mittendorf et 

al., 2014b). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé la même méthode que nous avons employée lors 

de notre travail sur CasR. Tout d’abord, ils ont utilisé une protéine présentant une forte homologie 

avec PMP22 : la claudine 15 murine (Figure 39). 

 

Figure 39 : Alignement final de PMP22 humaine avec la claudine 15 murine utilisée pour l’homologie 

modèle.  

Grâce à la technique de dynamique moléculaire, les auteurs ont été capables de fournir une 

structure tridimensionnelle de la protéine PMP22.  
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Figure 40 : Structure tridimensionnelle de la protéine PMP22 (Mittendorf et al., 2014a) 

Cette étude représente une avancée notable sur l’étude de PMP22. Elle fournit le premier modèle 

de PMP22 en haute résolution, et qui plus est, fiable. De nombreuses études découleront de ce 

modèle.  
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Au cours de cette étude, nous avons cherché à approfondir le rôle de la protéine PMP22, et son 

implication dans les diverses neuropathies dont elle est responsable.  

Il est possible d’étudier une protéine et son rôle grâce à plusieurs méthodes et plusieurs supports. 

Les échantillons provenant des prélèvements de patients sont une source précieuse d’informations 

dans la compréhension d’une maladie. Il est aussi possible d’utiliser des animaux modèles. On attend 

de ces animaux qu’ils « copient » de la manière la plus fiable possible la maladie qu’ils reproduisent. Il 

est aussi possible de créer des modèles cellulaires. En effet, les techniques permettant la création de 

modèles cellulaires ont énormément progressé ces dernières années et ouvrent la porte à de 

nombreuses perspectives. Enfin, il est possible d’utiliser des outils de modélisation et d’étude 

informatiques. Chacun de ces supports possède ses avantages et ses inconvénients.  

Durant mon travail, j’ai eu accès à des échantillons de patients, des modèles animaux, ainsi qu’à 

des méthodes de modélisation moléculaire.  

 Etude de PMP22 et des intégrines sur un modèle animal 

 Le modèle de rats CMT1A 

Il s’agit d’un modèle généré chez le rat (M Sereda et al., 1996). Comme décrit précédemment, les 

animaux hétérozygotes portent 3 transgènes supplémentaires de PMP22 de souris, les animaux 

homozygotes en portent 6. Le choix d’utilisation du rat comme animal modèle pour étudier les 

neuropathies périphériques n’est pas anodin. Le rat, la souris et l’homme partagent 90 % de gènes en 

commun. Mais l’utilisation du rat pour l’étude du système nerveux périphérique nous semble plus 

avantageux que la souris : 1) la taille de l’animal présente un avantage net dans l’étude du nerf (nerf 

sciatique plus large et plus long), 2) les tests comportementaux (ex : test de la poutre) sont aisément 

réalisables.  

De plus, en 2012, une étude a été publiée, confortant l’idée que ces animaux étaient de très bons 

modèles du CMT1A humain (Fledrich, Schlotter-Weigel, Tuuli J Schnizer, et al., 2012). Comme décrit 

dans l’article 3, les auteurs ont montré que le phénotype des animaux copiait celui des patients CMT1A 

et que le niveau d’expression de marqueurs de la maladie, tels que des facteurs de croissance (par 

exemple, GdnF), des gènes de protéines du cytosquelette (par exemple, Nefl), des gènes impliqués 

dans l’inflammation (par exemple, Cxcl12) … sur des échantillons de nerf et de biopsies de peau, 

étaient similaires chez l’humain et chez le rat CMT1A. Ces résultats vont dans le sens que ces animaux 

modèles représentent un bon outil pour l’étude de la CMT1A. Par ailleurs, les animaux présentent une 

source de matériel permettant l’étude de la maladie. Au cours de notre travail, nous avons utilisé des 

nerfs sciatiques de rats qui présentent l’avantage d’être des nerfs transportant à la fois de 

l’information sensitive et motrice. Ces échantillons de nerfs seraient difficiles à obtenir sur l’humain. 

En effet, les biopsies nerveuses ne sont plus faites de manière routinière sur les patients CMT1A, mais 

seulement lorsque la maladie est trop difficile à identifier et qu’une biopsie est le dernier recours. Et 

même dans ces conditions, divers obstacles sont présents : consentement du patient, quantité de 

matériel, séquelles… De plus, l’étude sur un organisme entier et en vie présente aussi un atout évident. 

C’est pourquoi l’utilisation de ces animaux modèles représente une nécessité dans l’étude de cette 

neuropathie.  

Cependant, sans pour autant remettre en cause un tel modèle, comment peut-on expliquer qu’il 

faille au moins 3 copies supplémentaire de PMP22 pour reproduire le CMT1A humain quand une seule 

copie supplémentaire de PMP22 suffit à provoquer un CMT1A chez l’homme ? A notre connaissance, 

il n’existe pas de modèle du CMT1A avec une seule copie supplémentaire de PMP22. Mais un tel 
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modèle ne présenterait peut-être pas de symptômes. En effet, les rats CMT1A hétérozygotes jeunes 

adultes (3-5 mois) sont souvent asymptomatiques et souvent, en vieillissant, leurs symptômes sont 

assez légers avec une faible perte de force et de sensibilité des membres (Fledrich, Schlotter-Weigel, 

Tuuli J. Schnizer, et al., 2012; M Sereda et al., 1996) ; alors que chez les patients CMT1A, une seule 

copie de PMP22 supplémentaire peut induire de très graves handicaps pouvant conduire le patient à 

utiliser un fauteuil roulant. Une des explications pourrait provenir du phénomène de dispersion du 

signal : chez l’homme, les symptômes commencent aux extrémités des membres, l’atteinte semble 

donc « longueur dépendante ». Or, la longueur des nerfs humains est bien plus grande que celle des 

nerfs de rats (2-3 centimètres contre plus d’1 mètre chez l’homme).  

Aussi, les rats CMT1A hétérozygotes présentent généralement peu, voire pas de symptômes 

durant leurs 4 premiers mois de vie, alors que les rats homozygotes ont un taux de survie supérieur à 

l’âge de 2 mois très faible. Comment expliquer que la présence de 5 copies de PMP22 soit presque 

asymptomatique et 8 soient létales dans la majorité des cas ? En effet, durant notre étude nous avons 

rencontré de très fortes difficultés à faire grandir des ratons homozygotes.  

 La difficulté d’obtenir des animaux homozygotes  

Au cours de notre étude, nous avons cherché à étudier l’effet de différentes concentrations 

géniques de PMP22. Pour ce faire, nous avons croisé des mâles hétérozygotes adultes avec des 

femelles hétérozygotes adultes. Selon (M Sereda et al., 1996), les répartitions suivaient les proportions 

mendéliennes. Cependant, au cours de ces 3 ans d’étude, nous avons pu remarquer que ce n’était pas 

réellement le cas pour les animaux homozygotes, qui étaient bien plus rares que prévus au sein des 

portées. Au lieu d’un rapport de 50 % d’individus hétérozygotes, 25 % d’individus homozygotes mutés 

et 25 % d’individus normaux, nous constatons plutôt un rapport de 70 % d’individus hétérozygotes et 

30 % d’individus normaux, suggérant une mortalité in-utero de la majorité des fœtus homozygotes 

mutés (Figure 41). Il est possible que PMP22 atteigne une dose toxique entrainant la dégénérescence 

des cellules de Schwann, et donc la mort du fœtus. Chez l’homme, il a déjà été présenté des cas de 

patients homozygotes avec la duplication de la zone 17q11.2 (LeGuern et al., 1997). Les patients 

présentaient globalement les mêmes symptômes que les patients hétérozygotes. Cependant, les 

patients homozygotes présentent aussi une forte variabilité des symptômes. La sur-expression de 

PMP22 avec 4 copies de PMP22 ne semble pas létale in utéro. 
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Figure 41 : Pourcentage d’individus normaux, hétérozygotes et homozygotes en 14 croisements de 2 rats 

hétérozygotes (Hom : homozygotes ; Het : hétérozygotes ; Wt : sauvages) 

Par ailleurs, dès la naissance, les ratons homozygotes apparaissaient comme les avortons de la 

portée. En quelques jours, ils étaient identifiables : ils étaient plus maigres et complètement paralysés 

du tronc arrière (Figure 42). Tous ces phénotypes allaient en progressant jusqu’à des animaux 

convulsant en cas de stress, ils présentaient aussi une hypersensibilité les rendant très difficiles à 

manipuler. Peu d’entre eux réussissaient à dépasser les 3 semaines de survie : nombre d’entre eux 

mourraient d’eux-mêmes, passé cette date, ou bien étaient tués par leurs congénères. La mort des 

jeunes ratons est probablement due à une extrême faiblesse et une hypersensibilité due à l’absence 

de gaine de myéline autours des axones. 

 

Figure 42 : Photo de 3 ratons de la même portée, tous 3 âgés de 3 mois.  

N° de 

portée 

Individus 
normaux 

Individus 
hétérozygotes 

Individus 
Homozygote 

Note 

1 2 8 0  

2 2 5 0  

3 3 7 1 Homozygote mort après 3 
semaines 

4 3 7 0  

5 3 3 1  

6 2 4 1 Prélevé à 1,5 mois 

7 1 6 0  

8 3 3 1 Prélevé a 7 mois 

9 2 6 0  

10 2 5 1 Mort après 2 semaines 

11 3 4 0  

12 2 5 2 Morts après 3 semaines 

13 3 5 0  

14 2 2 0  

Totaux 33 70 7 Total : 110 
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 Un seul raton a pu atteindre l’âge de 7,5 mois, c’est pourquoi nous manquons de reproductibilité 

concernant les rats homozygotes. Cependant, les résultats obtenus sur ces animaux ne font que 

confirmer les résultats obtenus chez les rats hétérozygotes mais avec un effet d’accentuation.  

 Interaction de PMP22 avec les intégrines  

1.3.1. Des différences d’expressions géniques et protéiques entre 
les rats normaux, hétérozygotes et homozygotes 

Comme stipulé précédemment, nous avons cherché à étudier l’effet d’une duplication de PMP22 

sur l’expression des intégrines. Pour éviter différents biais, nous avons utilisé des rats d’une même 

portée, et donc du même âge. 3 d’entre eux étaient normaux, 3 d’entre eux étaient hétérozygotes (5 

copies de PMP22) et 1 seul d’entre eux était homozygote (8 copies de PMP22). Tous étaient âgés de 

7,5 mois lors de leurs sacrifices et des différents prélèvements.  

Que ce soit par les études de qRT-PCR, de Western-Blot et d’immunohistochimie, nous avons 

observé des différences notables d’expression entre les individus normaux, hétérozygotes et 

homozygotes. Par ailleurs, même au sein du groupe hétérozygote, nous avons pu observer une assez 

forte variabilité d’expression entre les individus. Néanmoins, une tendance générale a été observée. 

Bien entendu, de faibles variations peuvent être « manipulateur-dépendant ». Afin de diminuer ce 

biais, les qRT-PCR ont été réalisées 3 fois consécutives, et comme le montrent les écarts types, les 

résultats sont assez constants (voir article 1). On observe aussi l’intérêt d’avoir plusieurs animaux 

témoins normaux permettant de s’assurer d’une constance dans les résultats. Par ailleurs, la variabilité 

des résultats obtenus entre les animaux du groupe hétérozygote a déjà été mise en évidence lors du 

test comportemental de la poutre (Figure 43). Cette forte variabilité des phénotypes a été observée 

chez les patients CMT1A et chez les rats (Fledrich, Schlotter-Weigel, Tuuli J. Schnizer, et al., 2012).  

 

Figure 43 : graphique représentant la réussite des rats au test de la poutre en fonction de leur âge 

Un score de 0 présente un animal capable de réaliser le test sans erreur, et 10 présente un animal incapable de réaliser le 
test. En bleu, les animaux normaux sont tous capable d’effectuer le test, quel que soit leur âge. En rouge les animaux 
hétérozygotes qui, en vieillissant, présentent de plus en plus de difficultés à réussir le test. Cependant, même pour des 
individus du même âge, une très forte variabilité de réussite est visible, à 10 mois par exemple, un rat a été incapable de 
réaliser le test alors qu’un autre a réussi avec quelques légères erreurs.  

Nous n’avons pas pu strictement corréler les scores d’atteinte avec les expressions des intégrines 

et les expressions de PMP22. Ceci peut avoir plusieurs causes : premièrement, le nombre d’individus 
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pour une telle corrélation doit être plus important. En effet, les scores de test de poutre sont 

dépendants de nombreux paramètres, dont l’expérimentateur, le caractère de l’animal, et sa santé. Le 

biais que ces paramètres induisent peut être diminué en augmentant fortement le nombre d’individus. 

Aussi, la sur-expression de PMP22 entraine surement des mécanismes compensatoires, comme nous 

le laisse penser les études de transcriptomique des intégrines et de PMP22. Ces mécanismes 

compensatoires varient probablement entre les individus. La cause de la génétique étant la même, il 

est imaginable que les mécanismes de compensation issus de grandes cascades de signalisation n’aient 

pas le même effet entre les individus. Cette vérification pourra se faire par l’étude de la 

transcriptomique des différents facteurs de transcription des gènes de PMP22 et des intégrines.

Cependant, d’un point de vue pathologique, l’atteinte du nerf est bien corrélée au score des tests 

comportementaux. Un animal avec un mauvais score de poutre présente une myélinisation 

significativement plus faible. Ces différences sont d’autant plus visibles sur les axones de larges 

diamètres (Figure 44).  

 

Figure 44 : coupe semi fine de nerfs de rats hétérozygotes moyennement et sévèrement affectés.  

Les flèches rouges montrent des axones qui sont anormalement sous myélinisés.  

Les différences observées entre les animaux normaux et les animaux hétérozygotes sont 

significatives, et dues à la sur-expression de PMP22, mais peut-on en dire autant pour les nerfs de rats 

homozygotes ? Comme nous pouvons le voir sur les images en microscopie électronique ainsi que sur 

les images d’immunohistochimie, les nerfs des animaux homozygotes sont extrêmement désorganisés. 

Les variations d’expression des différentes protéines sont-elles dues à une sur-expression de PMP22 

ou à une désorganisation trop importante du tissu ? Concernant les animaux homozygotes, il serait 

nécessaire d’augmenter leur nombre pour conclure statistiquement sur nos résultats, mais malgré nos 

efforts, cela n’a pas été possible.  

1.3.2. PMP22 interagit directement avec α6 ?  

Lors de notre étude présentant l’effet de la sur-expression de PMP22 sur l’expression des 

intégrines α6β4 et α6β1, nous avons émis l’hypothèse que PMP22 surexprimée n’est plus 

correctement exprimée à la membrane des cellules de Schwann myélinisantes, mais est aussi en très 

forte concentration au sein du cytoplasme Schwannien. Notre hypothèse est que cette sur-expression 

de PMP22 permet une séquestration de l’intégrine α6β4 au sein du cytoplasme Schwannien. Cette 

expression anormale du complexe α6β4 au sein du cytoplasme diminuerait le nombre d’interactions 

entre les complexes α6β4 et les laminines, diminuant ainsi la transduction du signal induite par la 

queue cytoplasmique de β4.  
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La capacité d’interaction de PMP22 avec l’intégrine α6β4 a déjà été mise en évidence (Amici et 

al., 2006). Par ailleurs, nous avons montré une colocalisation de PMP22 avec ce complexe dans le nerf 

normal. Nous avons aussi identifié une colocalisation de PMP22 avec α6β4 dans les nerfs 

hétérozygotes et homozygotes. Cependant, peut-on parler d’interaction directe de PMP22 avec ces 

protéines chez ces animaux ? Pour cela, nous devrons passer par des techniques différentes, telles que 

la co-immunoprécipitation, qui n’est pas non plus idéale car elle ne permet pas de confirmer une 

interaction directe entre deux protéines mais permet plutôt de confirmer la présence de protéines 

dans un complexe. Le FRET pourrait aussi être une alternative intéressante mais la complexité de la 

technique fait qu’elle est parfois difficile à mettre en œuvre.  

1.3.3. PMP22 agit-elle sur l’expression d’autres intégrines ?  

Au cours de nos études, nous avons mis l’accent sur l’effet d’une duplication de PMP22 sur 

certaines intégrines, à savoir les complexes α6β4 et α6β1. Cependant, d’autres intégrines sont 

exprimées au sein du nerf, notamment lors des mécanismes de réparation du nerf et de croissance 

axonale (Figure 45). 

 

Figure 45 : intégrines connues pour être exprimée dans le SNP.  

Nous nous sommes intéressés à la sous-unité d’intégrine β1 en partant du principe qu’elle 

s’associerait avec α6 pour former le complexe α6β1. Cependant, β1 peut se lier avec de nombreuses 

sous-unités α (α1, α2, α4, α5, α6, α7, α8 et αv) (Previtali et al., 2001). Un des candidats les plus 

intéressants est α7β1, ce complexe est exprimé en même temps qu’α6β1 et tous deux sont nécessaires 

pour le tri axonal permettant l’orientation des cellules de Schwann en cellules myélinisantes ou non. 

Par ailleurs, α7β1 était capable de compenser l’absence de α6β4 (Nodari et al., 2008) ce mécanisme 

compensatoire devra être vérifié sur les nerfs de nos animaux en ajoutant l’étude du gène ITGB7 et de 

la sous-unité d’intégrine α7 pour lequel il code. Une telle compensation pourrait aussi expliquer la 

myélinisation presque normale des animaux hétérozygotes. Au niveau de l’expression génique, en cas 

de suppression de l’expression génique de ITGB4 (par de shRNA) sur des cellules du cancer de la 

prostate, des changements d’expression d’autres sous-unité d’intégrine telles que ITGB1 ont été 

observés (Knyazev et al., 2015) (Figure 46).  
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Figure 46 : Classification fonctionnelle des intégrines et changements d’expression génique observés dans 

la famille des intégrines en condition de suppression du gène ITGB4 codant la sous-unité d’intégrine β4 (Knyazev

et al., 2015).  

L’expression génique d’autres intégrines vient compenser l’inactivation d’ITGB4 par des shRNA. Les auteurs ont constaté une 
augmentation significative de l’expression d’ITGB1, mais aussi des variations d’expression de récepteurs autre que les 
laminines (des récepteurs spécifiques aux leucocytes et des récepteurs RGD). 

Sur nos animaux CMT1A, il serait intéressant de constater ces mécanismes de compensations 

géniques sur ITGB1. Parmi les sous-unités d’intégrines qui varient dans l’étude de Knyazev et ses 

collaborateurs certaines sont exprimées dans les cellules de Schwann (β3, β8, α5) : les expressions 

géniques et protéiques de ses devront être étudiée dans le futur afin de constater d’autre désordres 

dans la signalisation des intégrines. 

Les intégrines sous-forme de complexes agissent comme des récepteurs, α6β4 ainsi que α6β1, et 

sont capables de fixer les laminines (composants de la matrice extracellulaire). Il serait intéressant de 

constater l’effet de la sur-expression de la protéine PMP22 sur les composants de la matrice 

extracellulaire tels que les laminines spécifiques de α6β4 et α6β1 : les laminines 332 et 511/521 

(Nishiuchi et al., 2006). En effet, nos études en microscopie électronique des nerfs de rats CMT1A 

hétérozygotes et homozygotes ont montré des altérations de la lame basale : une prolifération, des 

décollements et des interruptions. La lame basale est produite par les cellules de Schwann, nous 

laissant imaginer qu’une altération de ses récepteurs pourrait entrainer une altération des niveaux de 

ses constituants et une altération de sa structure. Des études transcriptomiques des gènes des 

laminines de la lame basale nous permettrait de confirmer cette hypothèse.  

1.3.4. La sur-expression de PMP22 active-t-elle des facteurs de 
transcription ?  

Grâce à la qRT-PCR, nous avons mis en évidence une activation de l’expression du gène PMP22. 

L’étude des facteurs de transcription de PMP22 apporterait de nombreuses informations, à savoir, 

quelle voie de signalisation est impliquée dans les mécanismes de compensation en réponse à la 

duplication de PMP22. Plusieurs facteurs de transcription de PMP22 sont désormais connus. Sox 10 

(SRY sex determining region Y-box 10) et EGR2/Krox 20 (Early growth response protein 2) ont la 

capacité de fixer des activateurs distaux présents en amont de PMP22 (Britsch et al., 2001; Topilko et 
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al., 1994). D’autres facteurs de transcription de PMP22 ont été mis en évidence plus récemment 

(Lopez-Anido et al., 2016) : Tead1 et deux co-activateurs Yap et Taz activeraient de préférence le 

promoteur 1 de PMP22, connu pour être fortement activé durant la myélinisation (Lopez-Anido et al., 

2016; Poitelon et al., 2016). YAP et TAZ contrôlent également l’expression des récepteurs des 

laminines : à savoir les sous-unité α6, β4, β1 et α7. En effet, les niveaux de la sous-unité d’intégrine α6 

sont réduits dans les nerfs avec une inactivation de Taz et avec une inactivation hétérozygote de 

l’expression de Yap. La diminution des niveaux d’α6 entraine une absence de la sous-unité β4 qui, 

d’après les auteurs, est due à l’absence de son seul et unique partenaire d’interaction. Tead1 quant à 

lui, peut fixer un site activateur de ITGA6 et est donc un facteur de transcription d’ITGA6. Toutes ces 

informations nous procurent des pistes intéressantes pour de nouvelles investigations sur nos rats 

CMT1A.  
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Figure 47 : représentation schématique de l’activation du gène de la sous-unité d’intégrine α6 et de PMP22 

par les facteurs de transcription TEAD1, YAP et TAZ 

Les facteurs de transcription YAP, TAZ et TEAD 1 sont activés lors du développement des cellules de Schwann via diverses 
voies d’activation (Poitelon et al., 2016). Ces facteurs sont capables d’activer le gène ITGA6 codant la sous-unité α6, nécessaire 

à la formation des complexes α6β1 et α6β4. Ces deux complexes sont des récepteurs des laminines 332 et 511/521 (Nishiuchi 

et al., 2006). YAP, TAZ et TEAD1 sont aussi des facteurs de transcription de PMP22 avec une très forte affinité pour l’activation 
du promoteur P1 de PMP22 (Lopez-Anido et al., 2016). Ces facteurs de transcription sont aussi capables d’activer PMP22 
indirectement via l’activation d’Egr2, qui est un facteur de transcription de PMP22. L’interaction au niveau protéique des 
laminines et de α6β1 dans la membrane des cellules de Schwann est nécessaire au tri-radial, ainsi qu’à l’initialisation de la 
myélinisation (Pellegatta et al., 2013). La présence du complexe PMP22 - α6β4 interagissant avec les laminines est, quant à 

lui nécessaire à la maturation des cellules de Schwann myélinisantes, à la myélinisation et à la stabilisation de la myélinisation. 

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 192 

 



Dans le futur, il sera donc indispensable de s’intéresser au niveau d’expression des facteurs de 

transcription de PMP22 : Egr2, Sox10 mais aussi à TEAD1, YAP et TAZ qui concernent à la fois PMP22 

et les intégrines. Connaitre leur niveau d’expression dans le CMT1A permettrait de savoir quelle voie 

de signalisation est activée lors du mécanisme compensatoire de la sur-expression de PMP22. Pour 

cela, l’utilisation de puces d’expression ARN semble être une bonne solution. Elles permettraient 

l’étude simultanée de nombreux gènes. Combinées à des études de protéomiques, les voies de 

signalisation impliquées dans le CMT1A pourraient être mise en évidence. 

1.3.5. L’effet de la diminution d’expression de α6β4  

Nous avons observé dans les cellules de Schwann des rats CMT1A une forte diminution de 

l’expression du complexe α6β4 (-60%). Le domaine intracytoplasmique de β4 est le plus long de toutes 

les sous-unités d’intégrine (1000 acides aminés contre 50 pour les autres intégrines). Ce domaine 

intracytoplasmique est impliqué dans l’activation de nombreuses voies de signalisations liées à la 

stabilité de la myéline et la myélinisation (Figure 48) (Giancotti and Tarone, 2003b; Heller et al., 2014; 

Okuda et al., 2004).  

 

Figure 48 : Activation spécifique de la voie PI-3K et SHC par le domaine intracytoplasmique de la sous-

unité d’intégrine β4 d’intégrine (Giancotti and Tarone, 2003b). 

La voies PI3-K est impliqué dans la myélinisation dès les premières étapes jusqu’à la formation de 

la myéline mature grâce à α6β4 (Figure 49)(Heller et al., 2014).   

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 193 

 



 

Figure 49 : Représentation Schématique de la voie de signalisation PI3-K durant la myélinisation.  

A gauche, les cellules de Schwann promyélinisantes, la neuréguline 1 dirige la myélinisation en activant TORC1 via une 
activation de la voie PI3-K/Akt. Dans les cellules de Schwann myélinisantes (à droite), la myélinisation est régulée par le 
signal de α6β4 activé par les laminines. Ce signal active aussi la voie de signalisation PI3-K/Akt.  

Notre hypothèse est qu’une diminution de l’expression du complexe α6β4 à la membrane des 

cellules de Schwann myélinisantes va déréguler les voies de signalisations activées par le domaine 

intracytoplasmique de β4. Entrainant les défauts de myélinisation observés chez les rats CMT1A. Cette 

hypothèse devra être vérifiée dans un future proche. Si cette voie de signalisation est modifiée lors du 

CMT1A, elle pourrait représenter une cible thérapeutique dans le cadre du traitement du CMT1A. Par 

exemple, une molécule comme AICAR (5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide), qui est une 

molécule d’origine naturelle utilisée comme produit dopant est capable de stimuler l’activation de 

AMPK qui à son tour activera AKT par la phosphorylation de sa thréonine 308 (Hales et al., 2014; Kang 

et al., 2016).  Compenser les effets de la diminution d’expression de β4 dans les cellules de Schwann 

myélinisantes en agissant sur les voies de signalisations perturbées pourrait être une solution 

thérapeutique intéressante. Pour démontrer cela, nous pourrions inoculer de telles molécules sur nos 

rats CMT1A et observer leurs effets sur l’épaisseur de la gaine de myéline via un calcul du g-ratio. 

 Utilisation d’autres modèles 

Au cours de notre étude portant sur l’effet de la sur-expression de PMP22 sur l’expression des 

intégrines, nous avons utilisé un modèle de rat. Cependant, il existe d’autres modèles d’études qui 

nous permettraient d’en apprendre plus sur PMP22 et ses différents partenaires protéiques.  

1.4.1. Autres modèles animaux  

1.4.1.1. Un modèle de CMT1E : les souris trembler J 

Les souris trembler J sont porteuses d’une mutation homozygote L16P sur la protéine PMP22, qui 

entraine une neuropathie périphérique rappelant celle de l’homme, le CMT1E. Cette mutation 

entraine une mauvaise conformation de la protéine PMP22. Ce mauvais repliement protéique entraine 

alors une accumulation de la protéine PMP22 dans le réticulum endoplasmique par les mécanismes 
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de contrôle de la qualité protéique ERAD (Hara et al., 2014). Donc, contrairement au modèle de rat 

que nous avons utilisé, ce n’est pas une sur-expression de la protéine PMP22 qui est constatée, mais 

une mutation ponctuelle qui entraine la maladie. Pourtant, les symptômes observés chez ces animaux 

sont très proches de ceux constatés chez les animaux CMT1A et chez les patients CMT1A. Il serait donc 

intéressant de constater l’expression des intégrines chez ces animaux modèles. 

1.4.2. L’homme : le meilleur modèle 

Au cours de notre étude concernant PMP22 et les intégrines, nous avons utilisé des animaux 

modèles du CMT1A et mis en évidence un effet de PMP22 sur l’expression des intégrines α6β4 et α6β1. 

Malgré une forte homologie entre PMP22 murin et humain et entre les intégrines murine et humaine, 

de légères différences demeurent. L’étape suivante de ce travail sera de vérifier nos résultats sur 

plusieurs échantillons de nerfs de patients CMT1A, HNPPP. 
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 A partir du modèle tridimensionnel de PMP22 

Notre travail sur la protéine CasR m’aura permis de connaître la technique permettant de 

modéliser la structure tridimensionnelle d’une protéine par homologie de séquence, puis par 

dynamique moléculaire. 

 Une cartographie des mutations de PMP22 

A partir du modèle proposé par Mittendorf et ses collaborateurs (Mittendorf et al., 2014b) nous 

avons effectué une cartographie des mutations responsables soit de CMT1A, soit d’HNPP dont nous 

disposions via les banques de données du CHU et via les mutations publiées (Figure 50 Tableau 5). 

 

Figure 50 : Cartographie des mutations ponctuelles de PMP22 responsables soit de CMT1A (en violet), soit 

d’HNPP (en vert)  
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N° résidus HNPP CMT Domaine 

16 
 

p.Leu16Pro TM1 

22 p.Ser22Phe 
 

TM1 

23 
 

P.Thr23Arg TM1 

28 
 

P.Trp28Arg TM1 

30 p.Val30Met 
 

TM1 

37 
 

p.Asp37Val EC1 

39 
 

p.Cys42Arg EC1 

42 p.Glu60Lys 
 

EC1 

60 
 

p.Val65phe TM2 

67 p.Ala67Thr p.Ala67Pro TM2 

69 
 

p.Met69Arg TM2 

72 
 

p.Ser72Pro/Trp/Leu TM2 

78 
 

p.Ser79Cys TM2 

86 
 

p.Gly93Arg IC2 

103 
 

p.Leu105Arg TM3 

107 
 

p.Gly107Val TM3 

109 
 

p.Cys109Arg TM3 

118 p.Thr118Met p.Thr118Met TM3 

131 
 

p.Ser131cys EC2 

157 
 

p.Arg157gly IC3 

Tableau 5 : Mutations de PMP22 entrainant soit une HNPP, soit un CMT1A. Les mutations ponctuelles non 

publiées sont présentées en rouge. (TM domaine transmembranaire, EC domaine extracellulaire, IC domaine 

intracellulaire). 

Cependant, ce travail ne permet pas de mettre en évidence des régions qui seraient spécifiques 

d’une atteinte. Cependant, cette cartographie met en évidence l’importance des domaines 

transmembranaires. Pour l’avenir, il sera important de s’intéresser au caractère hydrophile ou 

hydrophobe de l’acide aminé muté, ainsi qu’au caractère déstabilisant pour les hélices α de PMP22. 

Ce sont ces acides aminés de remplacement qui doivent être déterminants pour l’effet de la mutation 

qui causera, soit une HNPP, soit un CMT, ou restera sans effet. Par exemple, un remplacement de 

l’alanine en position 67 par une thréonine va entrainer une HNPP, alors qu’un remplacement de cette 

même alanine par une proline va entrainer un CMT1A. L’alanine est un acide aminé hydrophobe alors 

que la thréonine et la proline ne le sont pas. Par ailleurs, la proline est un acide aminé cyclique. Un tel 

changement de structure pour l’hélice α n’est certainement pas anodin. Il est imaginable que les 

changements de propriétés électrostatiques et structurelles suffisent à déstabiliser la protéine. 

Cependant, les hélices α hydrophobes sont transmembranaires. Donc si nous souhaitons modéliser 

une protéine PMP22 avec une structure fiable, il faudrait considérer l’environnement que représente 

la membrane des cellules de Schwann pour PMP22.  

 Ajout d’une membrane lipidique au modèle tridimensionnel de 
PMP22 

Lorsque nous avons travaillé sur la protéine CasR, nous n’avons élucidé que le domaine 

extracellulaire. PMP22 est, quant à elle, une protéine avec 4 domaines traversant de part en part la 

membrane. Donc si nous voulons étudier la protéine PMP22, il est préférable de considérer son 

inclusion dans un modèle de membrane en plus du solvant habituel. En effet, la structure 

tridimensionnelle d’une protéine s’établit aussi en fonction de son environnement. Les liaisons 

électrostatiques d’une protéine ne sont pas les mêmes avec de l’eau ou avec des lipides : Les hélices 

α, qui sont composées d’acides aminés essentiellement hydrophobes ont besoin d’une bicouche 

lipidique pour les protéger du solvant aqueux. Ces éléments suffisent à justifier l’utilisation d’une 

membrane. Pour cela, nous avons utilisé le modèle de PMP22 développé par Mittendorf et ses 

collaborateurs (Mittendorf et al., 2014a), auquel nous avons ajouté une membrane bilipidique. Les 
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modèles de membranes sont des avancées très récentes de la dynamique moléculaire et en deux ans, 

les progrès ont été fantastiques. Le modèle disponible se rapprochant le plus de la myéline est le 

modèle POPC (Figure 48). 

 

Figure 51 : Membrane POPC avec son solvant. 

Cette membrane est composée d’une bicouche bilipidique, organisée en deux feuillets continus. 

Ce modèle présente une simulation numérique de 200 phospholipides (POPC – 1-palitoyl-2oleoyl-

phosphatidylcholine) (Figure 52) en présence de molécules d’eau.  

 

Figure 52 : 1-palitoyl-2oleoyl-phosphatidylcholine 

Dans un premier temps, nous avons incorporé la protéine PMP22 au sein de cette membrane 

bilipidique. Puis à cette structure, nous avons ajouté le solvant aqueux de part et d’autre de la bicouche 

bilipidique (Figure 53). Cette structure nous permet d’étudier la protéine PMP22 dans des conditions 

proches de celles rencontrées dans la membrane des cellules de Schwann. 
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Figure 53 : Inclusion de la structure tridimensionnelle de PMP22 dans la membrane 

A- Structure tridimensionnelle de la protéine PMP22 fournie par (Mittendorf et al., 2014a). 
B- Inclusion de la protéine PMP22 dans la membrane bilipidique POPC. Les sphères jaunes représentent les têtes des 

phospholipides et les filaments verts représentent les bras phospholipidiques. 
C- Ajout du solvant, constitué de molécules d’eau, au-dessus et en-dessous de la membrane phospholipidique (en 

rouge). 

Cette structure nous sera utile pour de futures investigations concernant les mutations 

présentées dans le tableau, détectées par nos collaborateurs au CHU. Nous pourrons alors simuler des 

mutations sur ce modèle et après une étape de dynamique moléculaire, nous pourrons constater les 

changements de structure occasionnés par les mutations. Grâce à des algorithmes, nous pouvons 

facilement évaluer la structure et la stabilité d’une protéine et peut-être ainsi prédire la pathogénicité 

d’une mutation.  

 Autre utilisation de ce modèle 

2.3.1. Un modèle de la myéline : une double bicouche bilipidique 

Bien que la technique soit encore balbutiante, il serait aussi intéressant d’étudier les interactions 

de PMP22 avec ses partenaires. Nous souhaiterions construire un modèle de double bicouche de 

membrane bilipidique (Figure 54), nous permettant d’étudier l’interaction d’une protéine PMP22 dans 

un feuillet avec une autre protéine dans un autre feuillet.  
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Figure 54 : Projet de double bicouche bilipidique 

Ce projet est à l’étude à l’heure actuelle et nous permettrait une meilleure compréhension de 

l’intégration des protéines dans la myéline compacte, qui est un empilement de couches bilipidiques 

sans cytoplasme entre deux lamelles. Après avoir constitué ce modèle de bicouche bilipidique, il nous 

faudra effectuer une étape de dynamique moléculaire sans autres protéines afin d’éprouver sa 

stabilité.  

2.3.2. Utilisation du modèle de myéline  

En plus d’étudier l’intégration des protéines dans la myéline, nous pourrions envisager une étude 

des partenaires d’interaction de PMP22 ; plus particulièrement P0, qui est aussi un partenaire 

d’interaction de PMP22 : P0 et PMP22 sont capables tous deux de former des homo et hétérodimères. 

 

Figure 55 : représentation schématique des 3 types de trans-interactions entre PMP22 et P0 dans la 

myéline périphérique (Hasse et al., 2004). 

La modélisation de ces interactions nous permettrait de mettre en évidence des changements de 

conformations de ces deux protéines, s’il y en a. Cette modélisation nous apporterait aussi des 

informations sur le type d’interaction reliant ces deux protéines. 

2.3.3. Vers une modélisation d’intégrines  

Concernant les intégrines α6β4 et α6β1, leur structure tridimensionnelle n’a pas encore été 

complètement établie, il serait donc intéressant d’élucider leurs structures par homologie de 

séquences, puis par dynamique moléculaire. Cependant, β4 est une très grosse sous-unité protéique 

avec un large domaine intracellulaire. La modélisation de ces protéines risque d’être complexe et de 
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prendre beaucoup de temps de calcul avant d’obtenir un résultat concret. Par la suite, nous étudierons 

l’interaction du complexe α6β4 avec PMP22. A la différence de P0 et de PMP22, nous ne connaissons 

pas le site, ni le motif permettant à PMP22 d’interagir avec ce complexe. Cependant, pouvoir étudier 

les interactions de PMP22 avec ses différents ligands est un enjeu de taille pour la compréhension des 

mécanismes des CMT1E, des HNPP et des CMT1A.  
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 Vers des cellules souches pluripotentes induites (IPS) de rats 
CMT1A et de patients CMT1A 

Au cours de cette étude, nous avons étudié PMP22 au travers de modèles animaux, de patients, 

ainsi qu’au moyen de l’outil informatique via la chimie théorique. La culture cellulaire pourrait aussi 

être un support d’étude intéressant. 

 Modèles cellulaires utilisés dans l’étude du CMT1A 

Il existe déjà des modèles cellulaires permettant l’étude du CMT1A.  

La culture seule de cellules de Schwann provenant d’animaux CMT1A comme ceux employés 

durant notre étude. Cette technique est utilisée pour étudier les cellules de Schwann (Nobbio et al., 

2014) mais elle est assez réductrice : il est impossible d’étudier les fonctions des cellules de Schwann 

dans la myélinisation avec ce modèle seul. Le principal et le plus complet des modèles est le système 

de co-culture d’explants de racines de ganglions dorsaux de rat avec des cellules de Schwann. Si les 

cellules proviennent de modèles animaux, on s’attend à ce qu’elle reproduisent les processus 

pathologiques (Callizot et al., 2011). On a déjà observé, sur ces modèles, une prolifération des cellules 

de Schwann et un alignement le long des axones ; ainsi que l’établissement d’une lame basale et des 

processus de myélinisation (Callizot et al., 2011). Cependant, ce modèle permet difficilement l’étude 

sur des cellules d’origine humaine. Il ne permet pas, non plus, d’étudier le phénomène de tri axonal 

permettant aux cellules de Schwann de se différencier en cellules de Schwann non myélinisantes ou 

en cellules de Schwann myélinisantes.  

 Le modèle cellulaire à partir de cellules souches pluripotentes 
induites 

Les cellules souches pluripotentes induites pourraient aussi être un support d’étude intéressant. 

Les cellules IPS sont des cellules reprogrammées provenant de n’importe quel type de cellules 

différenciées. Cette technique a été créée par Takahashi et Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 

2006).  

 

Figure 56 : Applications des cellules IPS (Karagiannis and Eto, 2016) 

L’avantage de cette technique est qu’elle permet de travailler sur des cellules pluripotentes de 

patients sans rencontrer les problèmes éthiques des cellules souches. Après reprogrammation, les IPS 

JOUAUD Maxime | Thèse de doctorat Neurosciences | Université de Limoges | 2015 202 

 



peuvent être différenciées en différents types cellulaires, incluant des neurones et de la myéline, 

offrant une source illimitée de cellules dérivées de patients adultes. L’étude des cellules de Schwann 

de patients souffrant d’un CMT1A permettrait l’étude des voies de signalisations impliquées dans le 

CMT1A. Le net avantage de cette technique, c’est qu’elle nous permet de travailler sur un type 

cellulaire isolé, nous évitant des interférences d’autres tissus ou types cellulaires. La création de 

cellules IPS de patient CMT1A permettrait un suivi en temps réel de la myélinisation. Cependant, la 

myélinisation est régie par 2 types cellulaires différents : à savoir des axones et des cellules de 

Schwann. Ce type de culture est possible en co-culture et doit donc être possible sur des cellules IPS. 

Nous pourrions développer des cellules IPS de cellules de Schwann qui se différencieraient de manière 

concomitante. Nous serions à même d’observer les cellules de Schwann et leur enroulement autours 

des axones. Nous pourrions facilement suivre par transcriptomique les voies de signalisation qui sont 

impliquées en un temps donné, de la cellule de Schwann immature à la myéline. Il s’agit d’un des 

enjeux futurs de notre laboratoire, afin de créer un modèle IPS de myélinisation.  
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Conclusion 
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Au cours de ce travail, nous avons étudié PMP22 selon plusieurs axes d’étude. Dans un premier 

temps, nous avons précisé l’implication des intégrines dans le CMT1A. En conditions normales, 

PMP22 est exprimée au sein de la membrane des cellules de Schwann myélinisantes, alors qu’une sur-

expression de la protéine PMP22 entraine son agrégation au sein des cytoplasmes des cellules de 

Schwann myélinisantes. PMP22 n’est plus adressée correctement à la membrane. L’un des partenaires 

d’interactions de PMP22 en conditions normales semble suivre le même profil d’expression. Il s’agit 

d’un récepteur des laminines : l’intégrine α6β4. Nous avons émis différentes hypothèses. Nous 

pensons que PMP22 séquestrerait, au moins partiellement, l’intégrine β4 dans le cytoplasme des 

cellules de Schwann lors de la formation d’agrégats de PMP22. Ainsi, les niveaux d’expression de α6β4 

au niveau de la membrane seraient diminués, réduisant alors les cascades dont α6β4 est responsable 

(lorsqu’elle interagit normalement avec les laminines). Cette diminution des cascades de signalisation 

initiées par α6β4 diminuerait aussi l’expression génique de ITGB4 et ITGB6 (les deux gènes codant pour 

les intégrines α6 et β4). La diminution d’expression protéique de l’intégrine β4 permettrait un maintien 

anormalement important de l’expression du complexe α6β1. Normalement, ce complexe est exprimé 

lors de la différenciation des cellules de Schwann myélinisantes et lors de l’initialisation de la 

myélinisation. Son niveau d’expression anormalement haut montre un retard dans la différenciation 

des cellules de Schwann et dans leurs maturations, expliquant l’épaisseur anormalement fine de la 

myéline des rats et des patients CMT1A. La mise en évidence des perturbations de telles voies de 

signalisation dans le CMT1A présente un intérêt notable pour la recherche médicale. En effet, à ce jour 

toutes les tentatives visant à contrecarrer la sur-expression de PMP22 ont échoués. La mise en 

évidence de voie de signalisation en aval de PMP22 nous offre de nouvelles cibles thérapeutiques pour 

le CMT1A.  

Notre seconde étude portant sur l’absence de PMP22 chez un patient humain nous a permis de 

confirmer le rôle indispensable de PMP22 dans la myélinisation. En effet, ce patient, hétérozygote 

composite de PMP22, et qui a été suivi durant plus de 20 ans, présente une absence congénitale de 

myélinisation. Grâce à la microscopie électronique, nous avons pu identifier précisément l’étape 

durant laquelle la maturation des cellules de Schwann était bloquée. En effet, le tri axonal permettant 

aux cellules de Schwann d’évoluer vers la différenciation de cellules de Schwann immatures en cellules 

de Schwann non myélinisantes ou en cellules de Schwann myélinisantes s’opère de manière normale. 

Les cellules de Schwann promyélinisantes s’associent normalement aux axones de large diamètre et 

commencent à les entourer pour former le mésaxone. Cependant, les extensions cytoplasmiques 

s’arrêtent avant d’entrer en contact et avant de former le mésaxone. PMP22 apparait donc nécessaire 

pour l’initialisation de la myélinisation. L’absence de PMP22 entraine aussi des défauts au sein de la 

matrice extracellulaire, plus précisément au sein de la lame basale, qui est déstabilisée et semble 

proliférer anarchiquement à une distance anormale de la cellule de Schwann. Ceci n’est pas sans 

rappeler l’étude précédente : nous supposons une altération de l’expression des intégrines qu’il nous 

faudra confirmer prochainement.  

L’étude des mutations de PMP22 est un outil indispensable à l’étude de son rôle dans le SNP. 

Pour cela, de nombreux animaux modèles mimant les pathologies humaines ont été générés. Dans 

une troisième étude, nous avons examiné différents exemples de modèles animaux de CMT1A, CMT1E 

ou d’HNPP que nous avons comparés à des pathologies de patients. La quasi-totalité des 14 modèles 

étudiés reproduisent fidèlement l’atteinte des nerfs des patients. Seul le modèle sans PMP22 

présentait des différences avec le patient. Le patient présentait une absence congénitale de myéline 

alors que certains axones du nerf de la souris étaient myélinisés, nous laissant supposer une autre voie 

permettant l’initialisation de la myélinisation chez la souris.  
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Enfin, nous avons tenté d’établir une structure tridimensionnelle de la protéine PMP22 par un 

procédé différent de la cristallographie. Bien qu’une étude similaire soit parue avant l’élucidation de 

la structure de PMP22 par notre équipe, nous disposons désormais d’une structure tridimensionnelle 

fiable sur laquelle nous appuyer pour de prochaines études impliquant des modèles d’interactions de 

PMP22 avec d’autres protéines, ainsi que l’étude de mutations de PMP22 mise en évidence par le CHU 

de Limoges mais non publiée à ce jour.  

Ces 4 études nous auront permis d’étudier PMP22 et la myélinisation en utilisant des animaux 

modèles, des échantillons de patients et des modèles informatiques. Une des perspectives d’avenir 

pour l’étude de PMP22 serait l’établissement d’un modèle de CMT1A via les cellules souches 

pluripotentes induites de patients. Notre laboratoire dispose du savoir-faire permettant la création 

d’un tel modèle nous permettant une étude plus précise de l’implication de PMP22 dans la dynamique 

de l’initialisation de la myélin eainsi que la myélinisation.  
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Annexes  

Fiche n°1 : protocole d’immunohistochimie sur coupes de nerfs de rats congelés 

C’est une technique d’immunofluorescence indirecte. Pour cela, nous utilisons 2 anticorps 

successivement : le premier anticorps cible notre protéine d’intérêt (anticorps primaire), et le second 

anticorps (dit anticorps secondaire), alors fluorescent, va cibler cet anticorps primaire. 

Cette technique rapide et fiable présente un avantage : l’anticorps primaire présentant plusieurs 

sites de fixation, plusieurs anticorps secondaires peuvent se fixer sur un seul anticorps primaire. Cela 

améliore la fluorescence. 

 

Protocole d’immunohistochimie :  

• Prélèvement de nerfs sciatiques de rats 

• Congélation des nerfs dans de la résine 

• Coupe des blocs de résine à 8 µm d’épaisseur et dépôt sur des lames « Superfrost™ Plus » 

• Fixation au paraformaldéhyde (PFA) 4 % durant 10 minutes 

• 2 rinçages de 5 minutes au tampon phosphate salin (Phosphate buffered saline ou PBS)  

• Saturation des sites antigéniques avec du sérum d’albumine bovin (Bovine Serum Albumine 
ou BSA) 10 % durant une heure à température ambiante 

• Ajout des anticorps primaires dilués en différentes concentrations selon l’anticorps (voir 
table ci-dessous), les anticorps incubent durant une nuit à 4°C  

• 3 rinçages de 5 minutes au PBS le lendemain 

• Ajout des anticorps secondaires spécifiques des anticorps primaires, concentrés au 1/500ème 

• 3 rinçages de 5 minutes au PBS 

• Marquage de 3 minutes des noyaux à la bis-benzimidine concentrée au 1/5000ème  

• 3 rinçages de 5 minutes au PBS  

• Montage des lames avec une solution de montage (DAKO mounting solution) 

• Observation des lames au microscope à fluorescence 
 

Liste des anticorps et des conditions utilisées :  

Référence Nom Hôte Concentration Protocole Anticorps 

secondaire 

Résultats 

sc 6597 Anti-α6 Chèvre 1/25ème PFA 4 % :10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti chèvre 

Bon 

marquage 

mais temps 

d'exposition 

de 2s 

AB 77693 Anti-β4 Lapin 1/500ème PFA 4 % :10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Bon 

marquage 

mais un peu 

de bruit de 

fond dans 

axone 
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p 0078  Anti 

PMP22 

Lapin 1/200ème PFA 4 % : 10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Bon 

marquage 

avec un peu 

de bruit de 

fond axonal 

Ab15506 Anti 

PMP22 

Lapin 1/50ème PFA 4 % : 10min 

SDS 10 % : 5min  

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Moins bon 

marquage 

que p0078 

NBP167670  Anti 

PMP22 

Lapin 1/200ème ; 

1/500ème ; 

1/1000ème  

PFA 4 % : 10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10% : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Pas de 

marquage  

SAB 

4502217 

C-term 

de 

PMP22 

Lapin 1/200ème ; 

1/500ème ; 

1/1000ème  

PFA 4 % : 10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Pas de 

marquage  

MCA2034G Anti-α6 Souris 1/50ème PFA 4 % : 10min 

SDS 10 % : 5min 

BSA 10 % : 2h 

Alexa fluor 

anti lapin 

Moins bon 

marquage sc 

6597 
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Fiche n°2 : génotypage des rats CMT1A 

Cette technique permet de mettre en évidence la présence, ainsi que le nombre de copies d’un 

gène en fonction d’un gène de référence. Cette technique permet de savoir si nos rats sont porteurs 

du plasmide transgénique contenant le gène PMP22, elle permet aussi de faire la différence entre les 

rats normaux (non porteurs du plasmide), les rats hétérozygotes (porteur d’une copie du plasmide 

contenant 3 copies du gène de PMP22 de souris) et les rats homozygotes (porteurs de deux copies des 

plasmides contenant 3 copies du gène PMP22). Cette technique est subdivisée en plusieurs parties : (i) 

extraction et purification des ADN issus d’une biopsie de queue de rat en utilisant le kit d’extraction 

d’ADN QIAamp DNA mini Kit, (ii) suivi par un dosage des ADN extraits et purifiés grâce à un 

spectromètre (Nanodrop) puis (iii) d’une PCR en temps réel utilisant les amorces de du gène PMP22 

de souris et du gène de référence, dans notre cas GDAP1. En comparant les Ct (Thershold cycle) nous 

pouvons mettre en évidence les différences de copies du gène PMP22 entre les animaux. 

Extraction des ADN à partir de biopsie de queue : 

Kit utilisé : QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN référence : 51304 

Prélèvement tissulaire 

Les biopsies de queue sont effectuées sur des animaux sous anesthésie générale (isoflurane 3 %, 

Oxygène X %) en prélevant un fragment d’environ 25 mg de tissus.  

Lyse tissulaire  

• Dans une boite de Pétri, couper le prélèvement très finement à l’aide d’un scalpel 

• Les fragments sont placés dans un tube de 2 ml 

• Ajouter 180 µl de tampon ATL pour 25 mg de tissu. On augmente la quantité de tampon 
proportionnellement à celle de tissus. 

• Ajouter 20 µL de protéinase K (on augmente la quantité de protéinase K proportionnellement 
à celle de tissus). 

• Vortexer pendant 30 secondes au moins 

• Incuber à 56°C pendant une nuit (jusqu’à la lyse complète) dans un bain-marie agité. 
Eventuellement, vortexer de temps en temps. Rajouter de la protéinase K le lendemain si la 
lyse n’est pas complète. 

• Ajouter 200 µl de tampon ATL. Augmenter la quantité de tampon proportionnellement à celle 
de tissus. 

• Vortexer pendant 30 secondes 

• Incuber à 70°C pendant 10 minutes 

• Centrifuger brièvement 

Fixation sur la membrane  

• Ajouter 200 µl d’éthanol à 100 %. Augmenter la quantité d’éthanol proportionnellement à celle 
de tissu. 

• Vortexer pendant 30 secondes  

• Centrifuger brièvement. Un précipité peut se former à cette étape ; il est nécessaire de bien le 
récupérer pour la phase suivante. 

• Placer des colonnes sur des tubes collecteurs propres de 2ml 

• Mettre le mélange précédant dans une colonne 

• Centrifuger à 8500 tours / minutes pendant une minute 

• Jeter le filtrat 
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Lavage  

• Replacer la colonne sur son tube collecteur de 2ml 

• Ajouter 500 µl de tampon AW1 dans la colonne 

• Centrifuger à 8500 tours / minutes pendant une minute 

• Jeter le filtrat 

• Replacer la colonne sur son tube collecteur de 2ml  

• Ajouter 500 µl de tampon AW2 

• Centrifuger à 14500 tours / minutes pendant 3 minutes 

• Jeter le filtrat 

• Recommencer la centrifugation pour bien éliminer le tampon 

Elution  

• Placer la colonne sur un tube collecteur propre de 2ml 

• Ajouter 200 µl de tampon AE 

• Incuber à température ambiante pendant 5 minutes 

• Centrifuger à 8500 tours / minutes pendant une minute 

• Garder le filtrat 

• Les ADN sont gardés à -20°C 

Dosage des ADN au Nanodrop 

La concentration et la qualité des ADN peuvent être mesurées grâce au spectrophotomètre 

NanoDrop 1000. Ce dosage nous permettra de diluer tous nos échantillons au 20 ng/µl pour la PCR en 

temps réel. 

Matériel utilisé : NonoDrop ND-1000 Spectophotometer (Labtech) 

• Bien nettoyer le Spectrophotomètre en déposant une goutte d’eau de 1 µl sur le capteur 

• Essuyer le capteur avec du papier d’essuyage optique  

• Faire le blanc en déposant 1 µl de tampon AE 

• Déposer 1 µl d’échantillon et effectuer la mesure  

• Bien essuyer entre chaque échantillon 

• Dilution de chaque échantillon au 20 µg/µl  

PCR quantitative  

Cette technique permet l’amplification de la séquence d’ADN cible et la quantification de 

l’amplicon formé grâce à une sonde fluorescente. La sonde fluorescente utilisée est le SYBR green 1 

qui se lie à toute molécule d’ADN double brin en émettant une fluorescence détectable à 521 nm. La 

fluorescence émise, détectée par un spectrofluorimètre, sera proportionnelle à la quantité d’ADN 

double brin synthétisé.  

Les gènes GDAP1 et PMP22 de souris sont quantifiés par PCR quantitative en temps réel grâce au 

thermocycleur Rotor-gene 6000 real time PCR cycler (RG ; Corbett Life Science, Sydney, Australia) et 

au kit SYBR green RT-PCR kit (Qiagen, Germany). GDAP1 sert de gène de référence pour normaliser la 

quantité d’ADN de chaque échantillon.  

Protocole de la PCR quantitative en temps réel 

Mettre dans un tube adapté au Rotor-gene 6000 :  

• 5 µl d’ADNg dilué au 20 ng/µl  

• 1 µl de mix d’amorces (amorces sens et anti sens diluées au 25 µM) 

• 6,5 µl d’H2O  

• 12,5 µL de Master Mix (SYBR green RT-PCR kit) contenant l’enzyme Taq DNA polymerase et le 
fluorochrome 
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Les séquences d’amorces utilisées sont les suivantes :  

Gènes Amorces 
Taille des 

amplicons 

GDAP1 
Amorce sens : 5’-ACTTGACCATGAGATGCCCA-3’ 

Amorce antisens : 5’-GAGCCATGAAGACTGCCCTA-3’ 
106 pb 

PMP22 
Amorce sens : 5’-GACAAACCCCAGACAGTTG-3’ 

Amorce antisens : 5’-CCAGAAAGCCAGGGAACTC-3’ 
494 pb 

Le programme d’amplification utilisé est le suivant :  

• Dénaturation initiale 95°C pendant 10 minutes  

• 40 cycles de :  
o Dénaturation à 95°C pendant 10 secondes  
o Hybridation des amorces à 62°C pendant 10 secondes 
o Elongation à 72°C pendant 30 secondes avec acquisition 

• Courbe de fusion : 72-95°C 

Méthode de calcul 

Grâce à la PCR en temps réel, les « crossing points » (Cp) pour chaque tube est déterminé en 

utilisant un seuil de 10-1. Cette valeur a été choisie comme la valeur seuil permettant de faire la 

différence entre le bruit de fond et une réelle fluorescence.  

Les courbes de fusion permettent de vérifier la présence d’un seul amplicon spécifique lors de la 

PCR avec une température de fusion spécifique au couple d’amorce.  

La quantité relative d’une copie du gène PMP22 est normalisée sur celle du gène de référence 

GDAP1 ou MBP. Le nombre de copie de ce gène ne varie pas entre les individus. Le ratio du nombre 

de copie de PMP22 par rapport à celui de MBP peut-être calculé à l’aide de la formule suivante : ����� = ������������������(�������−������)������������(�������−������)   

Ratio est le ratio la quantité de PMP22 chez un rat par rapport à un rat dit de référence.  

« Etarget » et « Eref » sont respectivement l’efficacité de la PCR pour le couple d’amorce de PMP22 

et le couple d’amorce GDAP1, dans notre cas cette équation peut être simplifiée par 2. 

« ΔCptarget” est la différence des Cp de PMP22 entre le rat de référence et le rat étudié.  

« ΔCpref » est la différence des Cp de GDAP1 entre le rat de référence et le rat étudié.  

Ainsi un ratio de 2 voudra dire qu’il y a deux fois plus de PMP22 chez le rat étudié par rapport au 

rat de référence. 
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Fiche n°3 : extraction d’ARN à partir de biopsie de peau (pour l’homme) de queue 

(pour le rat)  

L’extraction d’ARN est réalisée avec le Kit Qiagen « Rneasy » (Qiagen, Courtaboeuf, France). Cette 

technique repose sur l’accrochage sélectif des ARN totaux sur une colonne de Silice. L’utilisation d’un 

tampon fortement concentré en sels permet l’accrochage de plus de 100 μg d’ARN d’une taille pouvant 

atteindre 200 bases. 

Protocole :  
Lyse des cellules  

• Découper la biopsie conservée dans le RNAlater au scalpel  

• Ajouter 900 µl de Qiazol  

• Ajouter 3 billes de broyage  

• Broyer deux fois 2 minutes et si nécessaire, broyer une fois ou deux supplémentaires.  

• Récupérer le broyat avec une seringue de 1ml et le transvaser dans un tube de 1,5 ml 

Elimination de l’ADN génomique  

• Ajouter 100 µl de gDNA eliminator  

• Agiter vigoureusement 15 secondes 

Extraction des ARN totaux  

• Ajouter 180 µl de chloroforme 

• Agiter vigoureusement et laisser reposer 2-3 minutes 

• Centrifuger à 12 000 tours / minute pendant 15 minutes à 4°C 

• Transférer le surnageant dans un tube de 1,5ml en évaluant le volume 

• Ajouter 1 volume d’éthanol et mélanger à la pipette 

• Transférer sur une colonne de 700 µl 

• Centrifuger 15 secondes à 10 000 tours / minute  

• Jeter l’éluât 

• Recommencer les 3 étapes précédentes pour le restant 

• Ajouter 700 µl de tampon RWT et centrifuger 15 secondes à 10 000 tours / minute 

• Ajouter 500 µl de tampon RPE et centrifuger 15 secondes à 10 000 tours / minute  

• Ajouter 500 µl de tampon RPE et centrifuger 2 minutes à 13 000 tours / minute  

• Changer de tubes collecteurs et centrifuger 1 minutes à 13 000 tours / minute  

Elution des ARN totaux 

• Placer sur un tube Eppendorf 1,5ml 

• Eluer avec 30 µl de RNAse free water  

• Laisser en contact 1 minute et centrifuger 1 minute à 13 000 tours / minute  

• Conserver les ARN à – 80°C 

Mesure de la concentration en ARN 
La densité optique des échantillons est lue avec un spectrophotomètre NanoDrop ND-1000 

(NanoDrop Technologies, Delaware, USA) à 260 nm (longueur d’ondes d’absorption des bases puriques 

et pyrimidiques) et à 280 nm (longueur d’onde d’absorption des protéines) afin de s’assurer de la 

pureté des échantillons. 

Sachant qu’une unité de densité optique correspond à 40 μg d’ARN simple brin, la concentration 

en ARN contenue dans les échantillons peut être calculée à partir de leur absorbance à 260 nm 

• Bien nettoyer le spectrophotomètre en déposant une goutte d’eau de 1 µl sur le capteur 

• Essuyer le capteur avec du papier d’essuyage optique  
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• Faire le blanc en déposant 1 µl d’eau RNAse free  

• Déposer 1 µl d’échantillon et effectuer la mesure  

• Bien essuyer entre chaque échantillon 
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Fiche n°4 : transcription inverse d’ARN totaux 

La transcription inverse consiste à synthétiser de l’ADN à partir d’une matrice d’ARN. Cette 

technique est réalisée grâce au « Quantitect reverse transcription kit » (Qiagen®, Courtabœuf, France). 

Protocole 

• Calculer les volumes nécessaires pour apporter 750ng d’ARN pour la réaction 

Elimination des ADNg restants 

• Ajouter dans un tube à PCR conservé à 4°C de préférence : 
o 3 µl de gGNA wipeout 
o Le volume d’ARN calculé précédemment (750 ng) 
o 21 µl d’eau q.s.p. 

• Mettre les tubes dans un thermocycleur et lancer le programme :  
o 2 minutes à 42°C 
o Maintien à 4°C 

Reverse transcription  

• Préparer le mix à part : 
o 6 µl de Rt buffer  
o 1,5µl de RT primer Mix 
o 1,5µl de reverse transcriptase  

• Ajouter les 9 µl de mix RT dans les 21 µl de la solution précédente  

• Lancer le programme RT :  
o 15 minutes à 42°C 
o 3 minutes à 95 °C 
o Maintien à 4°C  

• Conserver les ADNc à -20°C 
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Fiche n°5 : PCR en temps réel quantitative des ADNc  

Cette technique permet l’amplification de la séquence d’ADN cible et la quantification de 

l’amplicon formé grâce à l’utilisation d’une sonde fluorescente. La sonde fluorescente utilisée lors de 

ces manipulations est le SYBR green 1 qui se lie à toutes les molécules d’ADN double brin en émettant 

une fluorescence détectable à 521 nm. La fluorescence émise, détectée par un spectrofluorimètre, 

sera proportionnelle à la quantité d’ADN double brin synthétisé. 

Cette technique nous aura été utile deux fois, la première dans la mise en évidence du mécanisme 

de RNA decay chez un patient portant une mutation ponctuelle sur un allèle de PMP22 et une délétion 

de PMP22 sur l’autre allèle. La seconde dans l’étude de la transcription de PMP22 chez les rats CMT1A 

hétérozygotes et normaux.  

Les transcrits des gènes PMP22, TBP et HPRT sont quantifiés par PCR quantitative en temps réel 

grâce au thermocycleur Rotor-gene 6000 real time PCR cycler (RG ; Corbett Life Science, Sydney, 

Australia) et au kit SYBR green RT-PCR kit (Qiagen, Germany). Les gènes TBP et HPRT servent de gènes 

de référence pour normaliser la quantité d’ADNc de chaque échantillon.  

Protocole de la PCR quantitative en temps réel 
Mettre dans un tube adapté au Rotor-gene 6000 :  

• 2 µl d’ADNg dilué au 20 ng/µl  

• 1 µl de mix d’amorces (amorces sens et anti sens diluées au 25 µM) 

• 9,5 µl d’H2O  

• 12,5 µL de Master Mix (SYBR green RT-PCR kit) contenant l’enzyme Taq DNA polymerase et le 
fluorochrome 

Les séquences d’amorces utilisées sur l’homme sont les suivantes :  

Gènes Amorces Taille des amplicons 

TBP 
Amorce sens : 5’- AGCGCAAGGGTTTCTGGTTT-3’ 

Amorce antisens : 5’- CTGAATAGGCTGTGGGGTCA-3’ 
106 pb 

HPRT 
Amorce sens : 5’- AAGGACCCCACGAAGTGTTG-3’ 

Amorce antisens : 5’- GCAGATGGCCACAGAACTAGA-3’ 
250 pb 

PMP22 
Amorce sens : 5’- CTGGTCTGTGCGTGATGAGT -3’ 

Amorce antisens : 5’- AGATGACACCGCTGAGAAGG -3’ 
141 pb 

Les séquences d’amorces utilisées sur les rats CMT1A sont les suivantes :  

Gènes Amorces 
Taille des 

amplicons 

TBP-1 
Amorce sens : 5’-TGGGATTGTACCACAGCTCCA-3’ 

Amorce antisens : 5’-CTCATGATGACTGCAGCAAACC-3’ 
132 pb 

TBP-2 
Amorce sens : 5’- ACCGTGAATCTTGGCTGTAAAC-3’ 

Amorce antisens : 5’- CGCAGTTGTTCGTGGCTCTC-3’ 
123 pb 

TBP-3 
Amorce sens : 5’- AAGTGTGAGCCTCTCCAAGG-3’ 

Amorce antisens : 5’- AAGCCCTGAGCATAAGGTGG-3’ 
265 pb 

HPRT-1 
Amorce sens : 5’- CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3’ 

Amorce antisens : 5’- GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3’ 
123 pb 

HPRT-2 
Amorce sens : 5’- GTCAAGCAGTACAGCCCCAA-3’ 

Amorce antisens : 5’- TGGCCACATCAACAGGACTC-3’ 
256 pb 
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PMP22 

Rat spécifique 

Amorce sens : 5’- GCGTACACCATTGGTCTGG-3’ 

Amorce antisens : 5’- GTCCTGTGTCCATTGCCCT-3’ 
163 pb 

PMP22  

Souris spécifique 

Amorce sens : 5’-TTACACCATTGGTCTGCAGG-3’ 

Amorce antisens : 5’-GTCGTGTGTCCATTGCCCA-3’
165 pb 

PMP22 

Rat/souris 

Amorce sens : 5’- GTTCCTGTTCTTCTGCCAGC -3’ 

Amorce antisens : 5’- CCTCATTCGCGTTTCCGCA -3’ 
246 pb 

Le programme d’amplification utilisé pour l’homme est le suivant :  

• Dénaturation initiale 95°C pendant 5 minutes 

• 40 cycles de :  
o Dénaturation à 95°C pendant 5 secondes 
o Hybridation/élongation des amorces à 60°C pendant 10 secondes 

•  Courbe de fusion 72-95°C 

Le programme d’amplification utilisé pour le rat est le suivant :  

• Dénaturation initiale 95°C pendant 5 minutes  

• 40 cycles de :  
o Dénaturation à 95°C pendant 5 secondes 
o Hybridation/élongation des amorces à 60°C pendant 10 secondes 

•  Courbe de fusion 72-95°C 

Méthode de calcul 

Grâce à la PCR en temps réel, les « crossing points (Cp) pour chaque tube est déterminé en 

utilisant un seuil de 10-1. Cette valeur a été choisie comme la valeur seuil permettant de faire la 

différence entre le bruit de fond et une réelle fluorescence.  

Les « curves » permettent de vérifier la présence d’un seul amplicon spécifique lors de la PCR avec 

une température de fusion spécifique au couple d’amorce.  

La quantité relative d’une copie du gène PMP22 est normalisée sur celle du ou des gènes de 

référence (HPRT et TBP). Le nombre de copie de ce gène ne varie pas entre les individus. Le ratio de la 

quantité de transcrits de PMP22 par rapport aux transcrits des gènes de références peut être calculé 

à l’aide de la formule suivante : ����� = ������������������(�������−������)������������(�������−������)   

Ratio est le ratio la quantité de transcrits de PMP22 chez un rat par rapport à un rat dit de 

référence. 

« Etarget » et « Eref » sont respectivement l’efficacité de la PCR pour le couple d’amorce de PMP22 

et le couple d’amorce de référence, dans notre cas cette équation peut être simplifiée par 2. 

« ΔCptarget » est la différence des Cp de PMP22 entre le rat de référence et le rat étudié. « ΔCpref » est 

la différence des Cp du gène de référence entre le rat de référence et le rat étudié. Ainsi, un ratio de 2 

voudra dire qu’il y a deux fois plus de transcription de PMP22 chez le rat étudié par rapport au rat de 

référence. 
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Fiche n°6 : microscopie électronique de nerfs de rats ou biopsie de nerfs humains 

La microscopie électronique est une technique permettant d’observer des structures avec un fort 

pouvoir de résolution. Les microscopes électroniques peuvent obtenir des grossissements allant 

jusqu’à 5 millions de fois, à la différence des microscopes optiques, qui s’avèrent limités à un 

grossissement de 2000 fois. Le microscope électronique utilise des lentilles électrostatiques et 

électromagnétiques pour former l'image en contrôlant le faisceau d'électrons et le faire converger sur 

un plan particulier par rapport à l'échantillon. Ce mode est similaire à la façon dont un microscope 

optique utilise des lentilles en verre pour converger la lumière sur ou au travers de l'échantillon pour 

former une image.  

Nous utilisons cette technique afin d’étudier les coupes de nerfs sciatiques en les observant à 

l’échelle de l’organite (de l’ordre du micromètre) en utilisant un microscope électronique en 

transmission. Ainsi, les principales structures du nerf sont facilement observables : feuillet de la 

myéline, lame basale, axone, collagène… 

Néanmoins, cette technique nécessite une longue préparation des échantillons que nous pouvons 

séparer en 4 étapes principales : 

• La première est la fixation du nerf sciatique de rat et la préparation de l’échantillon 

• La deuxième est l’inclusion des nerfs dans une résine en araldite.  

• La troisième est la préparation des semi-fines  

• La quatrième est la découpe au microtome et la préparation des grilles pour observation au 
microscope électronique  

Fixation du nerf sciatique  

• Préparation du fixateur : ajouter aux 9 ml de tampon Soerensen, 1ml de glutaraldhéhyde sigma 
à 25 % 

• Plonger les nerfs coupés en fragments de 1 à 2 mm3 dans le fixateur, puis laisser fixer durant 
12 heures à 4°C 

• Rincer les échantillons avec du tampon Soerensen  

• Garder les échantillons au réfrigérateur  

• Plonger les échantillons dans mélange constitué de 50 % d’acide osmique concentré à 2 % et 
de 50 % de tampon palade pendant 24h à 4°C 

• Rincer les échantillons au tampon palade 

Inclusion des nerfs dans une résine en araldite 
Préparation de la résine  

• Dans 55 ml de D.D.S.A. ajouter 25 ml d’Epon 812 

• Ajouter 15 ml d’araldite  

• Ajouter 3 ml de phthalate  

• Conserver cette résine à -20°C dans des seringues de 20 ml 

Déshydratation 

On effectue la déshydratation des échantillons dans des bains d’acétone diluée à l’eau selon un 
gradient de concentration :  

• Acétone à 25 % pendant 10 minutes 

• Acétone à 50 % pendant 10 minutes 

• Acétone à 50 % pendant 10 minutes  

• Acétone à 70 % pendant 10 minutes 

• Acétone à 90 % pendant 10 minutes 

• Acétone à 90 % pendant 10 minutes 
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• Acétone pure pendant 15 minutes  

• Acétone pure pendant 20 minutes  

• Acétone pure pendant 20 minutes 

Substitution de l’acétone par la résine  

On effectue une substitution progressive de l’acétone par de la résine en faisant différents bains
avec une concentration croissante de résine : 

• 25 % de résine dans de l’acétone pendant 1 heure 

• 50 % de résine dans de l’acétone pendant 5 heure 

• 50 % de résine dans de l’acétone pendant 5 heure 

• 75 % de résine dans de l’acétone pendant 2 heures  

Imprégnation 

Cette étape permet d’imprégner complètement l’échantillon avec de la résine  

• Plonger les échantillons dans de la résine pure pendant 3 heures à 20°C 

• Plonger les échantillons dans de la résine à 3 % de DMP30 pendant 3 heures à température 
ambiante 

Inclusion 

Les échantillons sont inclus dans des gélules de résine permettant d’obtenir finalement des blocs 
de résines contenant nos échantillons  

• Etiqueter les prélèvements 

• Mettre une goutte à de résine à 3 % de DMP30 au fond de chaque gélule 

• Déposer le prélèvement puis le recouvrir de résine à 3 % de DMP30 

• Orienter le prélèvement 

Polymérisation 

Laisser la résine polymériser pendant 48 heures à 60°C 
Préparation des coupes semi fines  
Les coupes semi fines permettent une première observation du bloc, permettant ainsi d’évaluer 

sa qualité. Ces coupes permettent surtout de choisir la zone d’intérêt afin d’éliminer le surplus pour 
les coupes ultra fines observables au microscope électronique. Les coupes semi fines sont ensuite 
colorées au bleu de toluidine et au nitrate d’argent.  

Préparation des blocs pour la coupe  

• A partir des blocs de gélule, découper la gélatine de la gélule en haut du bloc, à la lame de 
rasoir 

•  Tailler le bloc en tronc de pyramide avec le pyramitome (machine à dresser les blocs)  

• Faire les 4 faces puis la surface en s’approchant au maximum du tissu. La surface idéale d’un 
bloc est de 1mm2. 

Coupe des semi-fines 

• Monter le bloc sur le porte objet du microtome.  

• Effectuer des coupes de 1 à 2 µm 

Coloration au bleu de toluidine et nitrate d’argent 

Cette coloration colore les noyaux en bleu foncé et les cytoplasmes en bleu clair. Le nitrate 
d’argent accentue le contraste de toutes les structures. 

Solutions :  

• Bleu de toluidine  
o Bleu de toluidine                                          1g 
o Na2CO3                                                       0,5 g 
o H2O distillée                                           100ml 

• Nitrate d’argent  
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o Méthénamine 3 %                                      8ml 
o Tampon borate de Na-acide borique    1ml 
o AgNO3 5 %                                                  1ml 

Laisser vieillir cette solution pendant 6 à 10 jours à 4°C et à l’obscurité. 
Protocole 

• Coller les coupes par la chaleur (au moins 100°C) sur une lame de verre 

• Placer la lame sur une platine très chaude (80°C)  

• Recouvrir les coupes avec le colorant filtré. Laisser colorer pendant 10 à 20 secondes sans 
laisser sécher  

• Recouvrir les lames par la solution de nitrate d’argent et les placer à 80°C pendant 1 à 3 minute 
(temps qui dépend du degré de vieillissement de la solution de nitrate d’argent) 

• Rincer à l’eau distillée chaude et laisser sécher 

• Les lames sont ensuite observées au microscope optique classique.  

Préparation des coupes ultra fines 
Les ultra fines sont des coupes comprises entre 60 et 100 nm d’épaisseur, elles doivent être 

préparées pour être observées en microscopie électronique. Les coupes sont faites grâce au 
microtome puis contrastées positivement (rendent les structures opaques aux électrons) à l’acétate 
d’uranyle permettant de contraster les nucléoprotéines et au citrate de plomb permettant de 
contraster les membranes. 

Préparation des gélules 

La zone d’intérêt mise en évidence grâce aux coupes semi fines est détourée grâce au 
pyramitome. 

Coupe des ultra fines 

• Monter le bloc sur un porte objet du microtome 

• Effectuer les coupes ultra fines à une épaisseur comprise entre 60 et 100 nm d’épaisseur  

• Les coupes sont déposées sur des grilles en rhodium de 200 mesh 

Contrastes des coupes ultra fines 

De façon courante, les coupes ultra fines sont contrastées à l’acétate d’uranyle à 7 % dans l’alcool 
méthylique puis au citrate de plomb.  

Contraste à l’acétate d’uranyle 

• Préparer la solution acétate d’uranyle à 7 % dans l’alcool méthylique 

• Filtrer la solution sur papier filtre. Garder le produit filtré à l’obscurité. 

• Plonger 20 fois les grilles dans le bain de la solution d’acétate d’uranyle à 7 % pendant 5 à 30 
minutes selon le besoin de contraste 

• Plonger 20 fois les grilles dans deux bains successifs d’alcool méthylique  

• Plonger 20 fois les grilles dans une solution de 50 % d’alcool méthylique et 50 % d’eau distillée 

• Plonger 20 fois les grilles dans de l’eau distillée 

• Placer les grilles, coupes vers le haut, sur papier filtre pour le séchage 

Contraste au citrate de plomb 

Solution de citrate de plomb  

• Déposer autant de goutte de citrate de plomb qu’il y a de grilles à colorer 

• Faire flotter les grilles côté coupe contre les gouttes 

• Temps de coloration 5 à 10 minutes  

• Rincer les grilles dans une solution de soude 0,02N préparée extemporanément 

• Rincer les grilles dans 3 bains successifs d’eau distillée filtrée.  

• Laisser sécher les grilles dans une boite de Pétri sur un papier filtre, côté coupes vers le 
haut 
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Les grilles sont enfin observables au microscope électronique. 
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Fiche n°7 : extraction protéique à partir de tissus 

Cette technique permet de purifier les protéines en vue de faire, par la suite, un dosage, puis 
des Western Blot. Cette technique se résume en deux étapes : une étape de lyse mécanique par des 
billes de céramique dans un tampon d’extraction, puis une étape de centrifugation afin de culoter les 
déchets cellulaires. Attention cette technique est d’autant plus efficace lorsque la température des 
échantillons est maintenue le plus possible à 4°C. Nous avons utilisé cette technique sur des nerfs de 
rats afin d’étudier des protéines de la myéline. 

Protocole : 

- Prélever environ 30mg de tissus juste avant l’extraction pour de meilleurs résultats 
- Déposer le prélèvement dans un tube contenant des microbilles de céramiques et ajouter 

150 µl de tampon d’extraction RIPA : 
o 150 mM NaCl 
o 1 % triton X-100 
o 0,5 % sodium déoxycholate 
o 0,1 % sodium dodécyl sulfate (SDS) 
o 50 mM Tris 
o Ph = 8 
o Supplémenté d’inhibiteur de protéases (complete EDTA-free, Roche).

- Les échantillons sont alors broyés à l’aide d’un lyseur de tissus (bioruptor) 2 fois pendant 
40 secondes à 25 000 vibrations par minute.  

- Les échantillons sont placés sur glace pendant 20 minutes en vortexant 2 fois durant cet 
intervalle 

- Centrifugation à 4°C pendant 30 minutes à 10 000 tours par minute 
- Récupération du surnageant contenant les protéines  
- Stockage à -20°C pour une courte durée ou -80°C pour une plus longue durée  
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Fiche n°8 : dosage de protéine de BRADFORD 

Cette technique est une technique simple de dosage colorimétrique des protéines. Pour ce faire, 
on utilise une gamme étalon avec des concentrations protéiques connues grâce à la BSA. Le colorant 
utilisé est le bleu de Coomassie, qui, sous forme libre, est de couleur marron et quand il est lié à une 
protéine, est de couleur bleue. 

Protocole  

Préparation de la gamme étalon :  

La gamme étalon est préparée à partir d’une solution mère de BSA contenant : 10 mg de BSA 
+ 1ml d’eau : SM = 10 µg/µl 

- [S6] = 2 µg/µl = 800µl H2O + 200 µl SM  
- [S5] = 1,5 µg/µl S5 = 850 µl H2O + 150 µl SM 
- [S4] = 1 µg/µl = 900 µl H2O + 150 µl SM 
- [S3] = 0,75 µg/l = 300 µl H2O +300 µl S5 
- [S2] = 0,50 µg/l = 300 µl H2O + 300 µl S4 
- [S1] = 0,25 µg/l = 300 µl H2O + 300 µl S2 
- [S0] = sans BSA juste eau = Blanc 

On dépose 2 µl dans chaque puits sur une plaque 96 puits.  

Pour les échantillons :  

On dépose 0,4 µl de protéines issues de l’extraction (fiche technique n°7) auxquels on ajoute 
1,6 µl d’H2O 

Ajout du réactif Bradford :  

- En fonction du nombre de puits, compter 200 µl par puits pour obtenir la Vf  
- On effectue une dilution au 1/5ème de Bradford dans de l’eau  Vf  
- On ajoute 200µl du réactif Bradford dilué dans chaque puits 
- On agite la plaque 96 puits sur plaque d’agitation pendant 1 minute.  

Lecture de la spectrométrie à 595 nm :  

Sur l’appareil de lecture de plaque 96 puits :  

- Protocole OK / Pierre Bradford Ok / START 
- Mettre la plaque sans couvercle / START 
- Insérer une clé USB  
- File / exporter format texte 
- Retirer la plaque / fermer  

Tableur :  

GAMME ETALON 

[  ] DO595 DO595-DOblanc 
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- Insertion / nuage de point  
- Clic droit sur un point 
- Ajouter une courbe de tendance linéaire  
- Afficher l’équation y=ax+b 
- Afficher le coefficient de détermination : R2 doit être proche de 1  

ECHANTILLONS 

N° DO595 DO595-DOblanc � = (� − �)�  
� × 5 

(Dilution) 

Volume à 

prélever 

pour avoir 

40 mg 

Volume d’H2O à 

ajouter pour Vf 

de 10 µl 
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Fiche n°9 : Western Blot 

Cette technique permet d’observer des différences de quantité d’expression de protéines. Dans 

notre cas, cette technique nous aura surtout servi à faire la différence d’expression de protéines de la 

myéline entre des nerfs de rats normaux hétérozygotes et homozygotes.  

Cette technique a pour principe la séparation des protéines en fonction de leurs tailles sur un gel 

d’acrylamide, suivie d’un transfert sur une membrane de nitrocellulose et enfin une incubation avec 

des anticorps spécifiques des protéines que l’on souhaite observer.  

Protocole :  

Préparation des échantillons protéiques préalablement extraits et dosés (fiches techniques 7 & 8) :  

- Dans des tubes de PCR 
- On prépare 10 µl de solution protéique contenant 40 ng de protéines (fiche technique n°8) 
- Auxquels on ajoute 10 µl d’une solution tampon préparée au préalable :  

o Dtt : dilution au 1/5ème : 5 µl de DTT et 45 µl de tampon de charge (2X) 

Chauffage des tubes au thermocycleur :  

- Appuyer sur START 
- Sélectionner Clémentine puis presser D puis sélectionner protéines et presser D de nouveau 
- Dénaturation des protéines à 95°C pendant 5 minutes  

Liste du matériel : 

- Cuve  
- Système courant (fil platine)  
- Cassette (1 par gel) x 2  
- Système de blocage 

Préparation des gels  

1er gel : acrylamide (pour des protéines de 45-100 kDa) : augmenter le pourcentage pour des protéines 
plus petites. Attention suivre l’ordre du protocole suivant est primordial :  
- Eau (permettant la dilution de l’acrylamide)                                                    4,8 ml 
- Acrylamide (gardé à 4°C, porter des gants)                                                      2,5 ml 
- Tris-HCL 8,8 (permettant l’équilibre du pH du gel, conservé à 4°C)             2,5 ml 
- SDS 10 % (détergent mousseux, dénaturation)                                                0,1 ml 
- APS (Ammonium Persulfate) (0,1 g à peser repris dans 1ml d’H20)            0,1 ml 

(dénaturation des protéine et initialisation de la polymérisation) 
- TEMED (finalise la polymérisation)                                                              0.004ml 

                                                                                                                       Vt = 10 ml 

Nous préparons 10 ml mais seulement 7,5 ml sont nécessaires dans chaque cassette. Le reste nous 
sert de témoin de polymérisation.  
Avec une pipette de 10 ml : remplir la cassette (jusque sous l’avant dernier trait) en mettant l’appoint 
de la pipette dans l’angle de la cassette. 
Ajouter de l’éthanol au-dessus pour aligner le gel.  
Second gel : acrylamide à 4 %, il s’agit du gel de stacking permettant de retenir toutes les grosses 
protéines ou les débris cellulaires qui n’auraient pas été éliminés lors des phases de purification des 
protéines.  
Dans l’ordre :  
- Eau (permettant la dilution de l’acrylamide)                                                 6,3 ml 
- Acrylamide (gardé à 4°C, porter des gants)                                                   1 ml 
- Tris-HCL 8,8 (permettant l’équilibre du pH du gel, conservé à 4°C)             2,5 ml 
- SDS 10 % (détergent mousseux, dénaturation)                                                0,1 ml 
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- APS (Ammonium Persulfate ) (0,1 g à peser repris dans 1ml d’H20)            0,1 ml 
(dénaturation des protéine et initialisation de la polymérisation) 

- TEMED (finalise la polymérisation)                                                              0.008ml 
                                                                                                                       Vt = 10 ml 

Environs 2,5 ml sont nécessaires par gel, le reste nous servira aussi de témoin de polymérisation.  
Une fois que le premier gel est polymérisé, enlever l’éthanol et couler le gel 2.  
Mettre les peignes, attention, porter des gants afin d’éviter la contamination du gel, mettre la face 
lisse des peignes à l’extérieur. Pour les peignes 10 puits, il ne faut pas mettre plus de 40 µl par puits.  
Une fois que le second gel est polymérisé, laver le système à l’eau du robinet :  
- Laver la cuve  
- Enlever les puits  
- Enlever le scotch des cassettes 
- Remonter le système 
- Ajouter le tampon de migration 
- Enlever les bulles avec une pipette de 25ml 
- Laver les puits avec une propipette 1ml et du tampon de migration 

Préparation des tampons :  

Tampon de migration :  

- Tris –base           3,02g 
- Glycine               18,8g 
- SDS 10 %             10ml 
- Compléter avec de l’eau jusqu’à obtenir un volume de 1L 

Tampon de transfert :  

- Tris-base           5,8g 
- Glycine             2,9g 
- SDS 10 %          270 µl 
- Méthanol           200mL (juste avant utilisation) (permet la fixation des protéines sur la 

membrane) 
- Compléter avec de l’eau jusqu’à obtenir un volume de 1L 

Dépôt des échantillons :  

- Déposer les échantillons avec une pipette Hamilton  
- Migration à voltage constant (90V) pendant 2h30, l’ampérage est automatique et est environ 

égal à 16 mA/cassette 

Transfert :  

- Préparer les membranes de nitrocellulose, attention, ne pas manipuler sans gants (présence 
de protéases sur les mains) 

- Découper les membranes un peu de sorte qu’elles soient un peu plus grandes que la taille du 
gel 

- Faire une encoche dans le coin des membranes afin de les différencier 

- Enlever les deux films protecteurs sur la membrane à l’aide d’une pince 

- Passer les membranes dans 3 bacs dans cet ordre :  
o Méthanol (permettant l’activation de la membrane)  
o Eau (pour rinçage) 
o Tampon de transfert 

- Montage du système de transfert :  
o Casser la cassette et garder la partie avec le gel 
o Mettre l’ensemble gel et demi cassette dans un bac avec du tampon de transfert 
o Enlever le second gel ainsi que le pied du gel, attention, bien garder la dernière 

bande du marqueur de taille.  
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o Mettre le gel dans le tampon de transfert 
- Rincer la cuve à l’eau du robinet 
- Montage pour deux gels :  

o 3 éponges imbibées de tampon de transfert 
o 1 papier Wattman imbibé 
o Le gel  
o La membrane (utiliser une pince, puis chasser les bulles entre le gel et la membrane)
o 1 papier  
o 1 éponge 
o 1 papier  
o L’autre gel  
o 1 membrane 
o 1 papier  
o 3 éponges  

- Mettre le système bien imbriqué dans une cuve 
- Remplir la cuve avec du tampon de transfert, commencer avec le tampon neuf (si besoin 

utiliser celui du bac à membrane) 
- Transfert à ampérage 100 mA pendant 1h30 (voltage automatique  

Saturation de la membrane  

Pour ce, faire nous utilisons soit de la BSA (Bovin Serum Albumine) ou du lait (caséine). Cette étape 
permet de combler les sites de fixation aspécifiques des anticorps sur la membrane. Le choix BSA 
ou lait s’opère grâce aux notices d’utilisation des anticorps que nous utiliserons par la suite.  
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Préparation de la BSA 5 % :  
- Peser 5mg de BSA  
- Diluer dans 100 ml de TBS tween :  

o pH 7,4 
o  Tris base  
o NaCl 
o Tween 0,1 % (attention le

tween mousse, c’est un 
détergent, prélever avec 
un cône coupé et laisser le 
cône dans la solution 
finale) 

- Dans un tube de 50 mL mettre 10 
mL de BSA 5 %  

 

Préparation du lait à 4 % : 
- Peser 4 g de lait  
- Diluer dans 100 ml de TBS-tween :  

o pH 7,4 
o  Tris base  
o NaCl 
o Tween 0,1% (attention le 

tween mousse, c’est un 
détergent, prélever avec un 
cône coupé et laisser le cône 
dans la solution finale) 

- Dans un tube de 50 ml mettre 10 ml de 
lait à 4 % 

 
 

- Mettre la membrane dans le tube (protéines vers l’intérieur) 
- Mettre sur plaque d’agitation 

Anticorps primaires  

Dans un tube de 50 ml, mettre la membrane ainsi que l’anticorps primaire dilué à la 
concentration adaptée, soit dans le lait à 4 % ou dans la BSA a 5 %.  
Mettre sur plaque d’agitation durant la nuit entière à 4°C  

Lavages  

Cette étape permet d’éliminer les anticorps non fixés 
Dans un petit bac sur plaque d’agitation contenant du TBS tween, déposer la membrane.  
Agiter pendant 15 minutes en changeant le TBS tween 4 à 5 fois.  

Anticorps secondaires  

On utilise lors de cette étape, un anticorps spécifique de l’espèce du premier anticorps.  
Dans un tube de 50 ml, ajouter l’anticorps secondaire dilué, soit dans la BSA, soit dans le lait. 
Y déposer la membrane : toujours orienter les protéines vers l’intérieur du tube.  
Incuber pendant une heure à température ambiante.  
Lavages : idem  
Révélation :  

- Dans un tube à hémolyse, ajouter le réactif 1 et le réactif B en quantité volume = volume.  
- Entourer le tube avec de l’aluminium car une fois que ces deux réactifs sont rassemblés, 

ils sont photosensibles  
- Dans la salle Gbox du second étage :  

o Logiciel : genesys : 
 Autocapture  
 Blot  
 Chemi 
 Série 
 Reagent : ECL plus  
 Cocher la case marqueur visible 
 Nombre d’images : 4 add contents of previous  
 Utiliser la même exposition pour toutes les images (45s) si aucune bande 

n’est visible, augmenter les temps d’expositions 
o Verser dans un bac le mélange A/B  
o Y déposer la membrane et laisser incuber pendant 1 minute 
o Mettre la membrane sur un plateau noir dans la Gbox, il doit être droit 
o Pour les photos, jouer avec les contrastes 
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o Enregistrer les images en Tif individally et/ou la totalité des photos prises dans 
un fichier GeneSys nous permettant de modifier les contrastes par la suite. 

- Penser à récupérer les membranes et à fermer la Gbox avant de fermer le logiciel 
GeneSys  

- Les membranes sont conservables à 4°C.  
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Fiche n°10 : test fonctionnel, analyse de la marche d’un rat sur une poutre 

Le test de marche sur une poutre (Beam Walking Test) permet d’évaluer les performances 

sensori-motrices des animaux en examinant leur capacité à rester en équilibre et à marcher sur une 

poutre de 2 m de long et 3 cm de large. La poutre est fixée à 80 cm du sol. L’aire de départ est composée 

d’une plate-forme de 30 cm de côté surplombée d’une lampe de 50W produisant une lumière aversive. 

L’aire d’arrivée se compose d’une boîte noire de 30 cm de côté pouvant accueillir le rat, lui permettant 

ainsi de se cacher de la lumière. Les animaux sont tout d’abord soumis à une phase d’apprentissage 

qui dure 3 jours à raison de 3 essais par jour avant le test final. Chaque session comprend 3 essais 

consécutifs. Entre chaque essai, l’animal est placé 1 minute dans la boîte. Les performances des 

animaux sont évaluées grâce à une échelle de score empruntée à (Korenova et al., 2009) et adaptée. 

Les scores de latence (temps mis à traverser la poutre) et de fautes au niveau de la coordination 

motrice (patte dans le vide, chute) correspondent aux moyennes mesurées sur trois essais consécutifs. 

Un score total de 0 indique une grande facilité dans l’exécution de la tâche alors qu’un score de 10 

signifie que l’animal est incapable de l'accomplir.  

 

Latence (s) Score Nombre de fautes  

Moyenne de 3 essais 

Score 

≤4 0 ≤8 0 

>4 et ≤8 1 >8 et ≤16 1 

>8 et ≤12 2 >16 et ≤24 2 

>12 et ≤20 3 >24 et ≤40 3 

>20 4 >40  4 

L’animal n’est pas 

capable de réaliser la 

tâche 

5 L’animal n’est pas capable de 

réaliser la tâche 

5 
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Résumé 

Des modifications du gène PMP22 (Peripheral Myelin Protein 22) sont responsables de neuropathies du système 

nerveux périphérique : l’Hypersensibilité à la Pression (HNPP : Hereditary Neuropathy with liability to Pressure 

Palsy) lorsqu’il est délété, CMT1A (Charcot-Marie-Tooth type 1A) lorsqu’il est dupliqué et CMT1E ou HNPP lors 

de mutations ponctuelles. Cependant, le rôle de la protéine PMP22 dans ces neuropathies demeure obscur. Dans 

un premier temps, nous nous sommes intéressés aux partenaires d’interactions potentiels de PMP22 : l’intégrine 

α6β4 (un récepteur des laminines), pourrait être impliqué dans le CMT1A. Dans cette étude, nous avons utilisé 

un modèle de rat transgénique portant des copies supplémentaires de PMP22 de souris. Chez ce modèle, nous 

avons mis en évidence des variations d’expression génique des intégrines, ainsi qu’une mauvaise localisation 

cellulaire de celles-ci. Ces variations des niveaux d’expression des intégrines sont les témoins d’un retard de la 

maturation des cellules de Schwann myélinisantes, expliquant la diminution de l’épaisseur des gaines de myéline, 

observée chez les rats CMT1A. Dans un second temps, nous avons étudié le cas particulier d’un patient sans 

expression de PMP22, en raison de deux mutations composites sur les deux allèles de PMP22. Nous avons 

observé que l’absence de PMP22 chez l’homme entraine une absence complète de myéline due à un blocage de 

l’initialisation de la myélinisation lors de la formation du mésaxone. Dans un troisième temps, nous avons 

effectué une étude comparative de modèles animaux et de patients atteints de CMT1A / 1E et d’HNPP 

permettant de valider l’utilisation de tels modèles dans l’étude de ses neuropathies. Enfin, nous nous sommes 

intéressés d’un point de vue informatique à la structure tridimensionnelle de différentes protéines dont PMP22 

grâce à la dynamique moléculaire. Ce modèle tridimensionnel de PMP22 est le point de départ de l’étude des 

mutations ponctuelles ainsi que des interactions de PMP22 avec son environnement. Grâce aux animaux 

modèles et à l’étude de patients, nous avons montré le rôle indispensable de PMP22 dans l’initialisation de la 

myélinisation ainsi que son effet sur les intégrines dans le CMT1A. L’utilisation de modèles informatiques 

tridimensionnels créés de PMP22 permettra de comprendre les effets des mutations ponctuelles sur sa structure, 

et ses interactions.  

Mots clés : PMP22, Intégrines, CMT1A, HNPP, modèle animal, modèle informatique 

 

Abstract 

Interactions study of PMP22 protein with integrins in Charcot-Marie-Tooth disease type 1A pathogenesis 

Changes in the PMP22 gene (Peripheral Myelin Protein 22) are responsible for peripheral nervous system 

neuropathies: Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsy (HNPP) when PMP22 is deleted, Charcot 

Marie Tooth disease subtype 1A (CMT1A) when PMP22 is duplicated and CMT1E or HNPP when point mutations 

are present on the PMP22 gene. However, the PMP22 role in these neuropathies remains unclear. Firstly, we 

studied one of the PMP22 interaction partner: the α6β4 integrin (a laminin receptor), which could be involved in 

the CMT1A. During this study, we used a transgenic rat model carrying supplementary copies of PMP22 gene 

from mouse. With this model, we showed variations of expression of integrins genes and a mislocalization of 

integrins proteins. These variations of integrins witnesses a delay in myelinating Schwann cells maturation, 

explaining the reduction of myelin sheath thickness observed on CMT1A rats. In a second time, we studied the 

case of a patient without PMP22 expression, carrying compound mutations one the two alleles of PMP22. We 

showed that the lack of PMP22 on human leads to a complete lack of myelin due to a blocking in mesaxon 

formation.  In a third time, we conducted a comparative study of animal models and patients with CMT1A / 1E 

and HNPP. This study allows us to validate the use of such models in the study of neuropathies. Finally, thanks 

to computational tools we studied the three-dimensional structure of different protein, including PMP22 by using 

molecular dynamics. This three-dimensional model is the starting point of point mutations study as well as 

PMP22 interactions with its environments. With animal models and through the study of patients, we have 

demonstrated the indispensable role of PMP22 in myelin initiation as well as, its effect on integrins expression 

in CMT1A. The use of PMP22 three-dimensional computational model will help us to understand effects of point 

mutation on PMP22 structure and interactions. 

Keywords: PMP22, Integrins, CMT1A, HNPP, Animal model, Computational model 

 


