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Rôle des gènes de polarité, Dlg1 et Crb3, 
dans la géométrie de la myéline du nerf 

périphérique 



 

L’altération de la géométrie de la myéline est liée à divers neuropathies humaines au niveau du système 
nerveux central et périphérique. Chez les vertébrés, la vitesse de la conduction nerveuse dépend du processus 
de myélinisation. Le diamètre et la longueur de la myéline sont optimisés pour une conduction optimale.  

Dans le système nerveux périphérique, ce sont les cellules de Schwann qui en s’enroulant autour de 
l’axone, constituent les gaines de myéline. Entre chaque segment myélinisé se trouvent les nœuds de Ranvier. 
Les potentiels d’action sont forcés de «sauter»  d’un nœud de Ranvier à l’autre ce qui accélère leur vitesse de 
propagation. 

 
La polarisation cellulaire de la cellule de Schwann myélinisante (CSm) a été mis en évidence par mon 

groupe c’est pourquoi notre hypothèse fut que ce processus est capital pour la formation d’une gaine de myéline 
fonctionnelle. Trois complexes protéiques établissent et maintiennent la polarisation cellulaire. Chez les 
mammifères, ces complexes sont aPKC/Par3/Par6, Pals1/Patj/Crb3 et Dlg1/Lgl/Scrib. 

 
À l’aide d’une technique qui permet la transduction, in vivo, de la CSm, j’ai étudié l’importance de Dlg1 et 

Crb3 durant la myélinisation. 
Premièrement,  j’ai observé que «l'effacage», in vivo, de Dlg1 provoque une augmentation de l’épaisseur de la 
gaine de myéline suggérant un rôle d'inhibiteur de la myélinisation. Plus précisément, j’ai montré que Dlg1via 
PTEN inhibe l’activation d’AKT, une enzyme essentielle pour la myélinisation.  
 J’ai aussi démontré que la protéine axonale Neuréguline-1 (Nrg1) qui est connue pour stimuler la 
myélinisation, diminue l’ubiquitinylation de Dlg1 et PTEN, favorisant ainsi leur interaction. Ainsi la NRG1 active 
deux voies antagonistes : l’une bien établie, via AKT, stimule la myélinisation et l’autre, via Dlg1 et PTEN, la 
stoppe. Ce mécanisme permet d’atteindre l’épaisseur optimale de la myéline et d’éviter une myélinisation 
excessive. 
 
 Utilisant la même technique, j’ai observé que la diminution de l’expression de Crb3 dans les CS produit 
un allongement de ces cellules. Plus précisément, Crb3 inhibe l’allongement de la gaine de myéline. Crb3 régule 
la localisation cellulaire du cofacteur de transcription YAP (en le séquestrant dans le cytoplasme) et par 
conséquent son activité. Comme YAP peut contrôler directement les gènes de la myéline au niveau des 
promoteurs cela nous permet de formuler l’hypothèse suivante: lors de l’élongation des nerfs, Crb3 régule de 
manière négative l’accroissement de longueur de la myéline en tempérant l'activité de YAP. Cela empêche YAP 
de réguler l'expression des gènes de la myéline.  
 
En mettant en évidence les mécanismes qui président à la myélinisation, mon travail permet d’envisager de 
nouvelles voies thérapeutiques concernant diverses neuropathies humaines. 
    -------------------------------------------------------- 
 

Changes in the myelin geometry are linked to several human neuropathies in the central and peripheral 
nervous system. In the mammalian nervous system, the nerve conduction velocity depends on the myelin sheath. 
Optimal conduction is obtained by adjusting the geometry (length and thickness) of the myelin according to the 
axon diameter. 

 In the peripheral nervous system, myelin is produced by Schwann cells. Successive myelin segments 
isolate axons. Between each segment the highly specialized nodes of Ranvier are responsible for efficient and 
rapid propagation of action potentials along the nerve. 
 

The polarization of the myelinating Schwann cell (mSC) was shown by our group, therefore we assumed 
that cell polarity proteins were the key players for the formation of the myelin sheath. Three complexes are known 
to organize polarized cellular processes. In mammals, these complexes are aPKC/Par3/Par6, Pals1/Patj/Crb3 
and Dlg1/Lgl/Scrib.  
 

Using an approach that allowed the in vivo transduction of mSC, I investigated the relevance of Dlg1 and 

Crb3 during myelin formation.  
First, I observed that in vivo Dlg1 silencing induced an increase of myelin sheath thickness, which 

indicated that Dlg1 acts as an inhibitor of SC myelination. More precisely, I showed that Dlg1 together with PTEN 
inhibits AKT activation, an enzyme required for myelination. 

I also demonstrated that the axonal Neuregulin-1 (Nrg1) which was known to stimulate myelination also 
prevented the Dlg1and PTEN ubiquitination. The lack of ubiquitination leads to more Dlg1-Pten complexes in 
mSC. So we concluded that actually Nrg1 plays a dual role during myelination, besides promoting myelination, 
this protein is also involved in avoiding  overmyelination.  
 
Using the same technique, I observed that Crb3 silencing increases the length of the myelin sheath. More 
precisely, I showed that Crb3 is a specific inhibitor of myelin sheath elongation. Crb3 can prevent the shuttling of 
YAP, a transcription cofactor, into the nucleus, thereby inhibitng its activity. YAP can directly control important 
myelin genes at the promotor level, therefore, we hypothesized that myelin elongation in mSC is driven by the 
stimulation of YAP and Crb3 can tempered this to reach the optimal length. 
 
By highlighting the mechanisms that control myelin formation, this work could lead to better strategies to treat 
human neuropathies 
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1. Contexte 
 

D’avril 2009 à fin mars 2014, j’ai travaillé dans le groupe du Dr. Nicolas Tricaud. Tout d’abord 

en Suisse, à l’Ecole Polytechnique Fédérale de Zürich puis nous avons rejoint l’Institut des 

Neurosciences de Montpellier. Mon sujet d’étude a été la myélinisation dans le système 

nerveux périphérique (SNP). Plus précisément, nous avons étudié l'implication des 

complexes protéiques régulant la polarité cellulaire dans le processus de myélinisation. 

 

1.1 Conduction nerveuse et myélinisation 

La vitesse de la conduction nerveuse dépend du processus de myélinisation. Chez l’être 

humain, ce processus est essentiel au bon fonctionnement du système nerveux central 

(SNC) et périphérique (SNP). Dans le SNP, ce sont les cellules de Schwann (CS) qui en 

enroulant et compactant leur membrane à plusieurs reprises autour de l'axone, constituent 

des gaines électriquement isolantes, appelées myéline ou gaines de myéline. Entre deux 

gaines successives se trouve sur l’axone une zone, non isolée, où les protéines 

responsables de la propagation du potentiel d’action sont rassemblées. Ces intervalles 

réguliers sont appelés nœud de Ranvier (Figure 1). La myéline étant un isolant efficace très 

peu perméable au courant, les potentiels d’action sont forcés de « sauter » d’un nœud de 

Ranvier à un autre, ce qui accélère la vitesse de propagation de la fibre nerveuse.  

 

Figure 1: Schéma de la structure d'un axone myélinisé dans le SNP. La succession de plusieurs CS 
myélinisantes  forment la gaine de myéline (représentée en vert) autour de l'axone et assure une transmission 
rapide du potentiel d'action par conduction saltatoire. Les nœuds de Ranvier sont représentés en rouges. Figure 
adaptée de Poliak et Peles (2003) 
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L’isolation électrique fournit par la myéline est cruciale pour le fonctionnement correct et 

efficace du système nerveux. La production de myéline est donc strictement régulée et la 

quantité de myéline générée est proportionnelle au diamètre de l’axone isolé. Ainsi le rapport 

entre le diamètre des axones et le diamètre total des fibres nerveuses, appelé g-ratio, est 

conservé pour chaque calibre d’axones. Quant à la longueur de la myéline qui correspond à 

la distance entre deux nœuds de Ranvier successifs, aussi appelée distance internodale, 

celle-ci est corrélée avec son épaisseur mais aussi avec le diamètre de l’axone isolé. 

En résumé, la “géométrie” de la gaine de myéline, son diamètre et sa longueur, est donc un 

paramètre essentiel de la conduction de l’influx nerveux et ses deux composantes sont donc 

soigneusement ajustés en relation avec le diamètre de l'axone isolé pour obtenir une 

conduction optimale ((1) Waxman, 1997 et (2) Tomassy, G.S., et al. (2014).). 

L'importance de la géométrie de la myéline est mise en évidence par les pathologies 

associées à son altération. Les neuropathies périphériques sont dues à des facteurs 

génétiques ou acquis. Les neuropathies héréditaires résultent d’une amyélinisation (absence 

de myéline), d’une dysmélinisation (altération de la géométrie “optimale” de la myéline) ou 

d’une démyélinisation (destruction de la myéline) souvent due à une dysmelinisation. Elles 

sont regroupées sous le nom générique de maladies de Charcot-Marie-Tooth (ou CMT) ((3) 

Suter et al., 2003).  

Les neuropathies démyélinisante acquises sont fréquentes et sont dues à des agents 

infectieux (p.ex. Mycobacterium leprae responsable de la lèpre), à l’usage de drogues ou à 

des causes inflammatoires (Syndrome de Guillain-Barré) par exemple. 

 

1.2 Les cellules de Schwann myélinisantes (CSm) 

Les cellules de Schwann dérivent d'une structure embryonnaire, la crête neurale. Tout 

d'abord sous forme de précurseurs puis de cellules de Schwann immatures. Chez la souris, 

peu avant la naissance, les CS immatures entourent un large groupe d’axone avec lesquels 

elles sont étroitement associées ((4) Jessen et Mirsky, 2005). Au moment de la naissance 

ces cellules se différencient pour former des CS matures myélinisantes ou non-
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myélinisantes. Les CS subissent de grands changements morphologiques lors de la 

transition entre cellules immatures et matures. Tout d’abord chaque CS établit une relation 

avec un seul axone. Cette étape est nommée «tri radial» ((4) Jessen et Mirsky2005) et le 

devenir de chaque CS (myélinisante ou non) dépend du diamètre de  l’axone  avec lequel 

elles sont associées ((5) Taveggia et al., 2005). Puis les CS myélinisantes s’alignent par 

rapport à leur axone et adoptent une morphologie bipolaire caractéristique des CS matures 

myélinisantes. Dès lors, la myélinisation proprement dite peut débuter avec l’élaboration de 

la gaine de myéline suivie du regroupement des composés axonaux associés à la formation 

du nœud de Ranvier ((6) Gatto et al., 2003). La mise en place et la maturation de la myéline 

dure environ 6 mois chez la souris et 20 ans chez l’homme. 

 

1.2.1 Structure de la cellule de Schwann myélinisantes (CSm) 

Structurellement, la CSm se divise en deux sous-domaines aux fonctionnements distincts: la 

myéline compacte et la myéline non compacte. Chacun de ces domaines contient des 

protéines qui remplissent des fonctions bien spécifiques. Des mutations des gènes codant 

pour certaines d’entre elles ont été identifiées chez des patients atteints de neuropathies 

périphériques telles que les CMT. 

La myéline compacte 

La myéline compacte résulte de l’accolement des membranes plasmiques adjacentes de la 

CS lors de son enroulement progressif autour de l’axone. Dans ces régions, la myéline ne 

contient plus de cytoplasme. Les membranes compactes de la myéline sont riches en 

lipides: phospholipides, glycosphingolipides et de cholestérol ((7) Bosio et  al., 1998 ; (8) 

Chrast et al., 2011 ) et contiennent quelques protéines spécialisées. La protéine myelin 

protein zero (P0) est la plus abondante de la myéline périphérique. Elle joue un rôle dans la 

compaction des différentes couches lipidiques lors de leur enroulement autour de l’axone. En 

effet, cette protéine transmembranaire permet «l’attachement» des couches lipidiques par sa 

capacité à établir des liaisons homophiliques ((9) Giese et al., 1992), fonction essentielle 

pour la formation et la maintenance de la gaine de myéline. Deux autres protéines sont des 
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composantes majeures de la myéline compacte: la myelin basic protein (MBP) et la 

peripheral myelin protein 22 (PMP22). La MBP est une protéine cytoplasmique très chargée 

positivement, associée à la partie intracellulaire de la membrane compacte. Quant à la 

protéine PMP22 c’est une protéine intégrale comportant quatre domaines 

transmembranaires. La quantité de cette dernière est finement régulée faute de quoi, de 

graves anomalies de myélinisation sont observées. Par exemple, sa surexpression 

(duplication du gène PMP22) est la cause de la forme la plus répandue des CMT, la CMT de 

type 1A ((10) Suter et al., 1992). 

 

Figure 2: Organisation ultrastructurelle de la myéline non compacte dans le SNP. A Photo en microscopie 
électronique, au niveau d’un nœud de Ranvier du nerf phrénique (échelle, 2um). B Schéma des sous-domaines 
de la myéline non-compacte. Ces domaines sont les boucles paranodales, les incisures de Schmitd-Lanterman, , 
la région ou cytoplasme ab-axonale, la région ou cytoplasme ad-axonale et les microvillosités. L’enroulement de 
la CS autour de l’axone définit 3 domaines le long de ce dernier : le nœud (N), le paranoeud (PN) et le 
juxtaparanoeud (JPN). Adapté de Oguievetskaia K et al., (2005) 
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Quant à la myéline non compacte, cela correspond à tous les domaines cytoplasmiques de 

la CS. Ces régions sont les boucles gliales paranodales, les incisures de Schmidt-

Lanterman, la région ad-axonale (ou cytoplasme péri-axonal), la région ab-axonale (ou 

cytoplasme ab-axonal) et les microvillosités (Figure 2). 

La myéline non-compacte 

Les boucles paranodales sont des domaines cytoplasmiques localisées aux extrémités 

latérales de chaque spirale de gaine de myéline. Ces boucles forment des jonctions de type 

«septé» avec la membrane axonale de part et d’autre du nœud (Figure 3). Ce type de 

contact défini le domaine axonal, appelé paranoeud (Figure 2 et 3). La CS y exprime la 

Neurofascine 155 (NF155) qui interagit avec le complexe composé de la glycoprotéine 

Contactin-associated protein (Caspr), aussi nommée Paranodine et la Contactine exprimées 

au niveau de la membrane axonale. 

 

Figure 3: Organisation ultrastructurelle de la myéline non compacte dans le SNP. A Photo en microscopie 
électronique, d’une coupe transversale d’une fibre myélinisée (photo tiree de Gonzalez et al.,.2015) B  schéma 
d’un axone myélinisée avec deux gaines de myéline adjacentes séparées par le nœud de Ranvier. C Photo en 
microscopie électronique, en coupe transversale au niveau de la région paranodale. En bas, schéma des 
complexes  protéiques impliqués dans les jonctions axono-gliales au niveau des internoeuds et de la région 
paranodale. 
MAG, myelin associated protein; Necl, nectine-like protein; NF155, Neurofascine 155; Caspr, Contactin-
associated protein; Cntn, Contactine. Adapté de Nave 2010. 
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La formation de cette jonction axo-gliale semble être requis pour maintenir la séparation 

spatiale entre les canaux sodiques et potassiques au nœud de Ranvier. En effet, les souris 

où le gène de la Caspr a été invalidé, ne peuvent pas former de jonctions paranodales. Cela 

implique une mauvaise localisation des canaux potassiques et une sévère diminution de la 

vitesse de conduction nerveuse ((11) Bhat et al., 2001). Les boucles paranodales sont donc 

importantes pour la formation correcte du nœud de Ranvier et pour une bonne conduction de 

l’influx nerveux. 

La région ad-axonale correspond à la région cytoplasmique collée à l’axone (Figure 2). Les 

protéines MAG (myelin associated protein) et Necl («nectin-like») sont deux constituants 

majeurs de cette région (Figure3). Les souris où le gène codant pour MAG a été invalidé, 

présente au niveau périphérique une atrophie des axones myélinisés et cela entraine la 

formation de tomacula paranodal et une dégénérescence axonale ((12) Yin et al., 1998). 

L’absence de signe inflammatoire ou d’hypomyélinisation suggère que MAG joue un rôle 

dans la maturation et la viabilité de l’axone. 

Le noyau, le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi se trouvent dans le cytoplasme 

refoulé au niveau du dernier enroulement de la CS, zone la plus éloigné de l’axone, nommée 

région ab-axonale (Figure 2). Ainsi la majorité des protéines et lipides qui composent la 

myéline compacte y sont synthétisés. Les nouveaux composants sont ensuite transportés de 

la région périnucléaire jusqu’aux différents domaines de la CSm. 

Ce transport se fait notamment radialement, via les incisures de Schmidt-Lanterman . Ces 

incisures sont des structures coniques cytoplasmiques (régions dans lesquelles les faces 

cytoplasmiques des membranes gliales ne sont pas adhérentes) qui persistent lors de 

l’enroulement de la cellule gliale autour de l’axone. Cela crée une voie cytoplasmique de 

diffusion qui suit un enroulement hélicoïdal et connecte les différentes régions 

cytoplasmiques de la cellule de Schwann (Figure 4).  

Des jonctions notamment, adhérentes y sont formées, au niveau des couches lipidiques 

supérieures de la gaine de myéline. Elles sont mises en évidence par la protéine E-

Cadhérine leur constituant majeur. La déstabilisation des jonctions adhérentes «matures» 



7 

empêche la formation et la maintenance des incisures et cela aboutit à une 

hypomyélinisation radiale ((13) Perrin-Tricaud et al  2007). 

 

Figure 4: Incisure de Schmidt-Lanterman (SLI). A Schéma d’un axone myélinisé avec deux CS adjacentes 
dont une (à droite) est déroulée. En mauve foncé sont représentées les zones cytoplasmiques de la CS. En 
déroulant, la CS on constate, plus particulièrement, que la myéline compacte du système périphérique est 
interrompue par des incisures de Schmidt-lanterman (SLI). Ces structures correspondent à l'accolement des 
faces cytoplasmiques de la membrane plasmique de ces cellules. Cela crée des canaux entre le soma de la CS 
et la zone péri-axonale. B La figure montre une photo de microscopie électronique d’incisures. On distingue a 
l’intérieur de ces structures des microtubules et des organelles tel que des peroxysomes (échelle: 500 nm). 
Figure adaptée de Nave (2010). 
 

Quant au transport longitudinal, il se fait via un sous-domaine ab-axonal constitué de canaux 

cytoplasmiques, riches en microtubules, appelés bandes de Cajal (Figure 5). Ce deuxième 

sous-domaine est constitué de l’apposition entre la surface ab-axonale de la myéline 

compacte et la membrane plasmique de la CS. Ainsi le cytoplasme de la région ab-axonale 

est confiné aux bandes de Cajal. Aux zones d’adhésion, sont concentré des complexes 
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protéiques composés de L-Périaxine, Dystroglycan-related protein 2 (DRP2) et d’un 

récepteur glial, la Dystroglycane ((14) Sherman et al., 2001). L’invalidation de la Périaxine 

déstabilise la gaine de myéline ce qui conduit à l’apparition progressive d’une neuropathie 

démyélinisante ((15) Gillespie et al., 2000). 

 

Figure 5: Bandes de Cajal d’une cellule de Schwann. A Section transverse du nerf quadriceps en microscopie 
électronique montrant en gris foncé la gaine de myéline les canaux cytoplasmiques qui l’entourent. B 
Microtubules  se trouvant dans les bandes de Cajal et participant au transport à travers la gaine de myéline. C 
Schéma du complexe protéique Périaxine –DRP2-Dystroglycane responsables de la bonne mise en place des 
bandes de Cajal. Figure adaptée de Poliak et Peles (2003) 

 

Chez l’homme, une forme de CMT, CMT de type 4F, est due à des mutations récessives du 

gène Prx codant pour la Périaxine ((16) Guibot et al., 2001). 

Exprimées à la membrane ab-axonale de la CSm: les intégrines et dystroglycanes sont deux 

récepteurs majeurs de la lame basale. Sorte de tube qui entoure la CSm, la lame basale est 

une caractéristique de la myéline périphérique. Elle favorise le développement de la CSm et 
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stabilise l’interaction axo-gliale. Son constituant essentiel, la Laminine-2 se lie au 

Dystroglycane. Des mutations du gène LAMA2, codant pour la chaîne α2 de la Laminine-2, 

sont responsables de formes classiques de dystrophie musculaire congénitale (CMD) 

associées à une démyélinisation des nerfs périphériques moteurs chez l’homme ((17) Di 

muzio et al., 2003). 

Les microvillosités des CS sont des projections latérales du domaine ab-axonal qui 

recouvrent le nœud de Ranvier entre deux CS adjacentes. Ces structures sont enrichies en 

filaments d’actine, protéines ERM (erzine, radixine ,moésine), protéines EBP50 (erzin 

binding protein 50) et Gliomédine (Figure 6). 

En effet, de nombreuses molécules présentent dans cette structure (ERM proteins, 

Gliomedin) jouent un rôle essentiel dans la mise en place et l’intégrité du nœud de Ranvier. 

La Gliomédine, notamment interagit avec les protéines de l’axolemme nodal, NrCAm et 

NF186. Via cette interaction la Gliomédine intervient dans la formation du nœud ((18) Eshed 

et al. 2005). 
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Figure 6: Structure et jonction axono-gliale des microvillosites gliale. A Photographie en microscopie 
électronique au niveau d’un nœud de Ranvier du SNP. Les microvillosités de CS (flèche) contactent le nœud de 
Ranvier. B Schéma de la composition moléculaire au nœud de Ranvier du SNP. La membrane plasmique du 
nœud est enrichie en canaux sodique voltage dépendant, canaux potassique (NaCh) , Neurofascine186 (Nf 186),  
et la protéine «cell-adhesion molecules (CAMs) of the immunoglobulin superfamily» (Nrcam). Les microvillosités 
expriment les ERM, la dystroglycane (DG) et la glyomédine (GLM). Dans l’espace internodal on retrouve 
plusieurs protéines de la matrice extracellulaire (Tenscin, phosphoacan, NG2). Figure adaptée de Poliak et peles, 
(2003) et de Sachfer et Rasband, (2006). 
 

1.3 La relation axone-cellule de Schwann 

Les bases moléculaires de la relation axone-cellule de Schwann ont été partiellement 

élucidées. Il a été a montré que seul les axones de gros calibres (> à 1 µm) sont myélinisés 

et que ceux-ci expriment une protéine transmembranaire, la Neuréguline 1 de type III (NRG 

1) pour stimuler leur myélinisation ((19) Nave, Salzer, 2006). Plus l'axone exprime de 

Neuréguline, plus épaisse sera sa gaine isolante ((20) Michailov et al, 2004). Les cellules de 

Schwann myélinisantes (CSm) expriment des récepteurs à la Neuréguline, les récepteurs 

erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2/3 (erbB 2/3), indispensables pour 

l'élaboration normale de la gaine de myéline ((21) Chen et al., 2006;). L'activation de ces 

récepteurs provoque la différentiation des CS immatures en CS myélinisantes, puis stimule 

la production de myéline ((19) Nave, Salzer, 2006). Plusieurs messagers secondaires 

(calcium, phosphoinositide-3 kinase (PI3K), les «Mitogen activated» kinases (MAPK) 

notamment) sont activés en aval des récepteurs erbB2/3. Plus précisément, la voie de 

signalisation de la PI3K et de la protéine kinase B ( aussi nommée AKT) est la voie 

prédominante pour la production de myéline ((5) Taveggia et al, 2005) dans les CS. 

Cependant si cette voie contrôle le diamètre de la myéline elle ne contrôle pas son 

élongation.  

 

1.4 Polarité cellulaire et polarisation de la cellule de Schwann 

Dans la CSm, la compartimentation du cytoplasme dans de multiples régions atteste de sa 

haute différenciation et la distribution précise des protéines dans ces compartiments suggère 

une forte polarisation. Le terme de polarisation cellulaire se réfère à la propriété de certaines 

cellules d’être organisées selon un axe déterminé par deux pôles. Ce processus assure une 
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organisation asymétrique des domaines cellulaires et participe ainsi à la différentiation et à la 

fonction des cellules. Cela implique divers aménagements au niveau de la cellule comme 

l'établissement de jonctions cellulaires, un transport vésiculaire spécifique et une 

composition membranaire lipidique diversifiée ((22) Mellman et Nelson, 2008). 

Trois complexes protéiques, conservés au cours de l’évolution, contrôlent ce processus. 

Chez les mammifères, ces complexes qui interagissent pour établir la polarité cellulaire sont: 

aPKC/Par3/Par6 (ou complexe Par3), Pals1/Mupp1/Crb3 (ou complexe Crb3) et 

Dlg1/Lgl/Scrib (ou complexe Scrib) (Figure 7). Bien qu’exprimés dans divers types 

cellulaires, leurs fonctions ont été étudiées le plus amplement dans la cellule épithéliale. 

Dans ce modèle, le complexe comprenant Dlg1est localisé dans le domaine basolatéral alors 

que les deux autres complexes sont situés dans la région apicale. Au cours de la polarisation 

de la cellule épithéliale, le complexe Par3 stimule la formation du domaine apical en 

stimulant le complexe Pals1et inhibant l’activité du complexe Dlg1. Ce dernier empêche 

l’expansion excessive du domaine apical en inhibant à son tour l’activité du complexe 

contenant aPKC ((22) Mellman et Nelson, 2008).  
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Figure 7:Organisation des complexes qui régulent la polarité cellulaire dans la cellule épithéliale. Les 
complexes PAR3 (jaune-vert) et Crb3 (bleu claire) sont localises au niveau des jonctions serrées alors que le 
complexe Scrib ( mauve) a une localisation basolatérale. Plusieurs interactions se produisent entre ces divers 
complexes et sont responsables de leur correcte localisation. JS, Jonctions serrées, JA, Jonctions adhérentes 
Figure adaptée de Sandra Iden et John G. Collard (2008). 

 

Lors de mon arrivée dans le groupe du Dr. N. Tricaud, son équipe venait de mettre en 

évidence la polarisation de type épithélial de la CSm.  

Tout d'abord, ils avaient  décrit l’expression et la distribution de la plupart des composants 

des trois complexes, régulant la polarisation, dans la CS puis observés la localisation 

d’autres marqueurs de polarité épithéliale comme les marqueurs vésiculaires (Sec8, 

Syntaxine4, Annexine2), les phosphoinositides phosphates (PIP2, PIP3) et les enzymes qui 

les modifient (PTEN, PI3K). Leurs données montrent une polarisation radiale de la CSm 

avec deux domaines principaux: un domaine similaire au domaine épithélial apical qui 

comprend la myéline compacte, les incisures de Schmitt-Lanterman et les membranes ad-

axonales (Par3, aPKC, Pals1, Crb3, Annexin2, PIP2 et PTEN) et un deuxième similaire au 

domaine basolatéral qui comprend les membranes en contact avec la lame basale (Lgl1, 

Scrib, Dlg1, Sec8, Syntaxin4, PIP3 and PI3K) (figure 8) ((23) Ozçelik M et al, 2010). 

 
Figure 8: Vue longitudinale d’une fibre myélinisante. L’axone est montré en gris et la myéline compacte en 
noir. Les domaines colorés correspondent aux régions cytoplasmiques de la cellule de Schwann. Le domaine 
« baso-latéral » est en orange, le domaine « apical » en vert et les jonctions adhérentes sont colorés en rouge 
 
 

1.5 Originalité de mon travail 
 
Mon travail a consisté à étudier le rôle fonctionnel de certaines protéines de la polarité (Dlg1 

et Crb3) lors de la myélinisation.  

Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de myélinisation in vitro: la mise en culture de 

ganglions de la racine dorsale prélevés à partir d’embryons âgé de 13,5 jours permet la co-

culture de neurones et de CS. L’adjonction d’acide ascorbique induit ensuite la myélinisation 
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des neurones par les cellules gliales. Ce système est utilisé pour étudier les mécanismes 

moléculaires précoces de la myélinisation. De plus, utilisant des vecteurs viraux (Rétrovirus) 

capables d’infecter spécifiquement les cellules qui prolifèrent dans ce type de cultures 

mixtes, à savoir les CS, nous pouvons introduire des protéines mutées ou des petits ARN 

interférents (pARNi) et modifier ainsi la biologie de la cellule de Schwann. L’approche 

interférentielle permet de dégrader un ARNm cible à l'aide de short hairpin RNA (ARNsh) ce 

qui aboutit  à l'inhibition de l'expression de la protéine cible. Cette technique permet 

notamment de modifier les CS avant que le processus de myélinisation, proprement dit ait 

débuté et de ce fait d’étudier les phases précoces de ce phénomène. 

Nous avons aussi utilisé une nouvelle approche mise au point dans notre laboratoire qui 

facilite l’étude in vivo des mécanismes moléculaires de la myélinisation. Cette méthode est 

aussi basée sur l'utilisation des vecteurs viraux, afin d’introduire des facteurs exogènes (des 

protéines mutées ou des ARNsh), spécifiquement dans la cellule de Schwann. Les facteurs 

exogènes sont couplés à des protéines fluorescentes (GFP, DsRed2) ce qui permet de 

détecter les cellules infectées. Ces dernières peuvent aussi être détectées et analysées par 

microscopie électronique. Pour ce faire la protéine fluorescente est remplacée par par une 

enzyme, la placental alkaline phosphatase (PLAP) dans notre construction virale. L'activité 

de cet enzyme, préservée après une fixation forte, induit la formation de précipités 

détectable en microscopie électronique. Pratiquement, des virus sont injectés dans le nerf 

sciatique murin. L’injection peut se faire précocement (3-4 jours après la naissance), ce qui 

permet d’étudier la mise en place de la gaine de myéline, ou plus tardivement (4 à 8 semaine 

après la naissance) pour étudier sa maintenance ou sa détérioration. De plus, en variant les 

différents types de virus, nous obtenons une spécificité maximum. En effet, l’infection de 

nouveau-nés à l’aide d’un lentivirus, sous le contrôle d’un promoteur CMV, permet d’infecter 

majoritairement les CS et non les neurones. Pour l’infection des animaux adultes, 

l’adénovirus est le vecteur le plus adapté pour cibler les cellules de Schwann ((23) Ozçelik M 

et al, 2010). Récemment des adéno-associé virus (AAV) ont été aussi utilisés ((24) Gonzalez 

et al, 2015). Selon le sérotype choisi et le site d’injection, les AAV ont un tropisme pour 
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différents types cellulaires. Il est possible en injectant un AAV9 directement dans le nerf 

périphérique de la souris de cibler à 90% les CS, alors que l’injection du même sérotype 

dans la moelle épinière de nouveau-nés permet de cibler les neurones. 

Finalement, les nerfs sont prélevés, fixés puis les fibres myélinisées sont individualisées sur 

une lame de verre. Les cellules infectées sont visualisées grâce à l’expression des 

marqueurs fluorescents et les préparations sont immunomarquées pour visualiser les 

diverses protéines d’intérêts. 

En utilisant ces techniques j’ai participé dans l'équipe du Dr. Tricaud à la démonstration que 

l’effacement in vivo de l’expression de Pals1 durant la myélinisation diminue 

significativement l’épaisseur et la longueur de la gaine de myéline des cellules de Schwann 

infectées. De plus, quand Pals 1 est manquant, les marqueurs vésiculaires (Sec8, 

Syntaxine4) sont mal localisés et les protéines de la myéline MAG et PMP22 sont moins 

abondantes à la surface des cellules épithéliales en culture. Ceci suggère un rôle de Pals1 

dans l’adressage et la livraison des protéines de la myéline dans les cellules de Schwann, ce 

qui empêcherait la mise en place normale de la gaine de myéline ((23) Ozçelik M et al, 

2010). 

Ces premiers résultats nous ont conforté dans l'idée que le processus de polarisation est 

capital pour la formation d’une gaine de myéline fonctionnelle (de géométrie adéquate) et 

montré la puissance des techniques développées au sein du laboratoire. 

 

2.1 Mes travaux 

- Disk Large 1(Dlg1) 

Je me suis ensuite intéressé à la protéine Disc large homolog 1 (Dlg1).  

Chez la Drosophile, le gène disc large (dlg) a été décrit pour la première fois en 1991. Sa 

mutation perturbe la polarisation apico-basale et la formation des jonctions septées au 

niveau des disques imaginaux de la Drosophile ((25) Woods et al., 1991).  

Cinq homologues (disc large homologue1 à 5) ont été identifiés chez les mammifères et dlg1 

a le plus d’homologie avec dlg. Aussi nommée Synapse Associated Protein 97 (SAP97), 
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Dlg1 est une protéine associée à la membrane plasmique et exprimée dans la plupart des 

cellules humaine ((26) Müller et al., 1995). Elle fait partie de la grande famille de protéines 

d’échaffaudage, «Membrane-associated guanylate kinases»(MAGUKs) et comprend 

plusieurs domaines protéiques  (3 domaines PDZ, un domaine SH3, un Hook domaine, un 

domaine guanylate kinase(GUK) inactif  et un domaine L27 en N-terminal). De ce fait, de 

nombreux interacteurs ont été identifiés, impliquant Dlg1 dans de multiples fonctions.  

Notamment, il a été montré que Dlg1 interagit avec la myotubularin-related protein 2 

(MTMR2) ((27) A.Bolino et al., 2004). Or la mutation de cette protéine est la cause de la 

maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) de type 4B1. Cette neuropathie se traduit 

notamment par un excès de myéline sous forme d'accumulations focales dans les CSm des 

nerfs périphériques. C’est pourquoi Dlg1 fut mon premier choix parmi les divers gènes 

régulant la polarité cellulaire. Dans la CSm, cette protéine est exprimée et localisée dans la 

région ab-axonale, la région la plus externe des incisures et dans les boucles paranodales 

(Fig.E1 A)  
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Figure E1 Localisation des protéines Crb3 et Dlg1 dans la cellule de Schwann 
myélinisante 
(A) Immuno-marquage de Dlg1 (rouge) dans une fibre isolée de nerf sciatique de souris mature (âgée 
de 2 mois) montre sa distribution dans le domaine ab-axonal. La distribution de l’E-cadhérine (Ecad, 
vert) connue pour marquer les jonctions adhérentes de la limite externe des inscisures de Schmit-
Lanterman et des boucles paranodales, a été prise comme référence. (Panneaux de droite) Dlg1 
partiellement colocalise avec l’E-cadhérine au niveau de jonctions adhérentes des incisures deSchmit-
lanterman (triangles blanc). (Panneaux de gauche) Au niveau paranodal, Dlg1semble être localisée 
principalement dans la région externe des boucle paranodales mais un marquage interne est aussi 
observé. Les flèches blanches indiquent le noeud de Ranvier. Barre d’échelle: 5µm (gauche) et 2.5µm 
(droite). 
(B) Immuno-marquage de Crb3 (rouge) dans une cellule de Schwann myélinisante infectée par un 
virus contrôle (ARNsh contrôle, GFP (vert)). Crb3 se visualize comme une fine bande aux extrémités 
de la cellule, typique du marquage des microvillosités. Barre d’échelle: 100µm. 
(C) Crb3 (rouge) colocalise avec la moésine (vert), un marqueur des microvillosités. Barre d’échelle: 
5µm. 
(D) Image de gauche, Crb3 (rouge) est exprimé dans les microvillosités qui entourent le nœud de 
Ranvier ( AnKG,vert) imagé par un unique scan par microscopie confocale. Panneau de droite, 
Projection de multiples scans confocal qui montre que Crb3 (rouge) entoure le nœud de Ranvier 
(vert). Barre d’échelle: 5µm; 
 

La stratégie in vivo décrite plus haut nous a donc permis d’introduire, à un stade 

précoce de la myélinisation (3 à 5 jours après la naissance), des ARNsh dirigés contre Dlg1 

couplés à la protéine fluorescente GFP, spécifiquement dans les CS du nerf sciatique de 

souris. Trois semaines après l'infection virale, l'analyse des nerfs montre que les cellules de 

Schwann infectées contiennent significativement moins de Dlg1 en comparaison avec les 

cellules avoisinantes non-infectées.  De plus, le taux d'autres protéines, comme la E-

cadhérine, aussi exprimées dans la CS est inchangé (Fig E2 A). L’analyse des nerfs une fois 

matures, deux mois après l'injection, révèle une augmentation de l'épaisseur de la myéline 

produite par les CSm dans lesquelles Dlg1 a été effacée par rapport à celle produite par des 

cellules infectées par des virus contrôles (Fig E2 B et C; 9.3±0.2 µm vs 7.1±0.3µm, 

P=5.6x10-7). Cependant, la longueur moyenne est inchangée (Fig.2C, 347±11µm vs 

363±19µm, P=0.49). En outre, l’effet constaté ne vient pas de l'axone mais de la CS elle-

même, car sur un même axone, seules les cellules “sans” Dlg1 sont plus épaisses (Fig E2 

D). 
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Figure E2 Effet de l'effaçage de dlg1 sur des cellules de Schwann in vivo. 

(A) Panneau du haut: au noeud de Ranvier (triangle blanc), une cellule infectée avec des ARNsh 
dirigés contre Dlg1 (dlg1sh) exprime la GFP (blanc) et a un niveau d'expression réduit de Dlg1 
comparé à une cellule non-infectée adjacente. Barre d'échelle: 5um. Panneau du bas: dans la cellule 
infectée avec des ARNsh contre Dlg1 (dlg1sh), seul Dlg1 (gauche) et non E-cadhérine (droite) a une 
expression réduite par rapport aux cellules non infectées (NI). 
(B) Une cellule infectée avec des ARNsh dirigé contre Dlg1 (dlg1sh) (panneau du bas) ont un 
diamètre moyen plus grand que les cellules infectées  avec des ARN contrôles (barre d'échelle: 
20um). 
(C) Graphique montrant la relation entre diamètre versus longueur des cellules de Schwann infectées. 
Les droites correspondent à la régression linéaire pour les valeurs obtenues avec les virus contrôles 
(1) et ceux avec les ARNsh dirigés contre Dlg1 (2) (n=87(Dlg1), 43 (contrôle). Des résultats similaires 
ont été obtenus avec deux différents ARNsh contre Dlg1. 
(D) A gauche, image d'un noeud de Ranvier avec une cellule épaissie infectée avec un ARNsh contre 
Dlg1 (vert) et la cellule adjacente, infectée avec un ARNsh contrôle (NI,rouge). A droite, 
Graphique représentant la valeur du diamètre des cellules infectées avec un ARNsh contre Dlg1 et un 
ARNsh contrôle, tout deux normalisé par la valeur des  ARNsh contrôle (±SEM; n=5 nodes; P= 0.037). 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; *** = P<0.001,  
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Par microscopie électronique, nous avons analysé la structure des gaines de myéline 

produites par les CS infectées avec des ARNsh dirigés contre Dlg1. Pour ce faire, le 

marqueur fluorescent a été remplacé par la placental alkaline phosphatase (PLAP) (Fig. E3 

A). La structure de la myéline infectée, plus précisément de la myéline compacte est normale 

(Fig E3 C et D). La seule différence avec la myéline contrôle réside dans le fait que celle-ci 

est plus épaisse (Fig E3 A). En effet, le g-ratio, le rapport entre le diamètre axonal divisé par 

le diamètre total de la fibre, est significativement réduit sans que le diamètre moyen de 

l'axone varie (10.7±0.4um vs 11±0.2um, P=0.5). Cela montre que les cellules où l’expression 

de Dlg1 est diminuée, forment une gaine de myéline plus épaisse en augmentant le nombre 

de fois où elles enroulent leur membrane autour de l’axone. 
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Figure E3 Effet de «l'effaçage» de Dlg1sur la structure de la myéline compacte. 

(A) Image d'une cellule de Schwann infectée avec un ARNsh contre Dlg1 et marquée grâce a PLAP. 
Le marquage est visible à l'interface entre la myéline et le neurone (flèches). Les encarts montrent 
plus précisément le marquage, à gauche, d'une cellule infectée et l'absence de marquage , à droite, 
dans une cellule non infectée. Barre d'échelle: 1um. 
(B) Quantification du g-ratio moyen de cellules infectées (dlg1sh) et non-infectées (NI) (± SEM; n= 111 
(dlg1), 172 (NI); P= 3.95x10-34) 
(C) Analyse de la région ab-axonale d'une CSm infectée (dlg1sh). La structure de la myéline 
compacte est régulière (flèche blanche) et la lame basale est présente (flèche noire). Barre d'échelle: 
200nm. 
(D) Image de la région ad-axonale d'une cellule de CSm infectée (à gauche) et non-infectée (à droite). 
Barre d'échelle: 200nm. 
(E) Agrandissement de la photo précédente: Barre d'échelle 40nm. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; *** = P<0.001, 
 

D’autre part, nous avons aussi testé la surexpression de Dlg1 dans les CS du nerf 

sciatique murin. Pour ce faire, nous avons surexprimé Dlg1 fusionné avec la GFP ou la GFP 

seule. Deux mois après l'injection, les nerfs sont analysés. Les cellules de Schwann dans 

lesquelles nous avons surexprimés seulement la GFP sont majoritairement devenues des 

cellules myélinisantes tandis que celles surexprimant Dlg1 sont non-myélinisantes. Cela 

suggère que la surexpression de Dlg1 perturbe la myélinisation alors que son effacement 

tend à activer ce processus. Ainsi, tous nos résultats indiquent que, in vivo, Dlg1 est un 

inhibiteur de la myélinisation.  

Comme rappelé auparavant, au niveau moléculaire, la myélinisation est stimulée par 

la protéine transmembranaire axonale, Neuréguline-1 de type III. Cette dernière active les 

récepteurs ErbB2/3 de la CS, et cela active la voie de signalisation PI3K-AKT. Pour 

comprendre la fonction de Dlg1 dans la myélinisation, nous avons testé si Dlg1 pouvait 

interférer avec l'activation d'AKT. Pour ce faire, nous avons effacé Dlg1, in vitro, dans des 

cultures de CS (Fig E4 A) mais aussi in vivo (Fig E4 B). Dans ces deux conditions 

expérimentales, cela augmente de manière significative l'activation d’AKT. De plus, la 

diminution de l'expression de Dlg1, potentialise l'activation d'AKT suite à une stimulation à la 

Neuréguline-1 (Fig E4 C). Cela montre que, dans la CS, Dlg1 inhibe l'activation d'AKT induite 

par la neuréguline-1. 
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Figure E4 Inhibition de l'activation d'AKT par dlg1 

Analyse par Western blot de l'expression d'AKT phosphorylé (P-AKT) dans des cultures de 

cellules de Schwann de rat infectées avec des ARNsh contrôles ou des ARNsh dirigés contre Dlg1 
(dlg1sh). Les cellules dans lesquelles Dlg1 est diminué exprime plus d'AKT phosphorylé. 
Le graphe de droite correspond à la quantification des blots: Il indique la quantité de P-AKt normalisé 
par la quantité d’AKT ou d'actine respectivement (±SEM; n=3; P= 0.0093 (vs actine), 0.044 (vs AKT)). 
(B) Au niveau d'un nœud de Ranvier (triangle blanc) une cellule infectée avec des virus dirigés contre 
Dlg1 (dlg1sh) exprime plus de P-AKT que la cellule adjacente non-infectée. 
(C) Les cellules de Schwann en culture stimulées à la neuréguline-1 durant 15 minutes, dans 
lesquelles l'expression de Dlg1 est diminuée, génèrent plus de P-AKT que les cellules non-infectées 
(NI). AKT est utilisé comme témoin de charge. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; * = P<0.05, ** = P<0.01 

 

 

De plus, il a été démontré que Dlg1 en interagissant directement avec la 

phosphatase with sequence homology to tensin (PTEN) ((28) Adey N. B. et al., 2000), (29) 

Contreras-Paredes A et al., 2008) est un inhibiteur de l'activation d'AKT. 

Dans les CS, PTEN co-immunoprécipite avec Dlg1 tant in vitro qu’in vivo, à partir de 

lysats de nerf sciatique murin (Fig E5 A et B). De plus, la diminution de Dlg1 dans des 

cultures in vitro réduit la quantité de PTEN dans les cellules tandis que l'expérience inverse, 
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la surexpression de Dlg1, aboutit au résultat inverse (Fig E5 C). Cela suggère que Dlg1 

contrôle la quantité de PTEN dans la CS. Nous avons aussi observé que la stimulation à la 

Neuréguline-1 augmente rapidement le taux de Dlg1 et PTEN dans les cellules (Fig E5 D), 

augmentant par la même occasion la formation de complexes Dlg1-PTEN (Fig E5 E). 

 

Figure E5 Interaction entre Dlg1 et PTEN  

(A)-(B) PTEN co-immunoprécipite avec Dlg1 (IP dlg1) mais non avec un sérum non-immun (NS) dans 
des cellules de Schwann RT4 en culture (A) et dans des nerfs sciatiques de rats,âgés de 20 jours (B). 
(C) Panneau de gauche: la quantité de PTEN diminue dans des cellules où Dlg1 est diminué (dlg1 sh) 
et (panneau de droite) est augmentée dans des cellules où dlg1 est surexprimée (dlg1 OV). 
(D) La stiulation avec la Neuréguline-1 (Nrg1 stim) de CS de rat en culture augmente la concentration 
cellulaire de Dlg1 et PTEN après 5 et 15 minute de stimulation respectivement. 
(E) Les cellule de Schwann de rat sont stimulées avec la Neuréguline-1 pendant15 minute ou non, 
avant une extraction  de protéines et une immunoprécipittion de Dlg1(IPdlg1). Plus de PTEN sont co-
immunoprécipité avec Dlg1 lorsque les cellules sont stimulées. 
Le graphique représente la quantité relative de PTEN co-immunoprécipité à partir de cellules 
stimulées ou non (±SEM; n=3; P = 0.034). PTEN n'est pas détectée quand du sérum non 
immunogène est utilisé. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; * = P<0.05, 

 

L’augmentation rapide du taux de Dlg1 et PTEN suite à une stimulation à la Neuréguline-1 

(Fig E5 D) et le fait que cela ne peut être bloqué par l'ajout de cycloheximide, un inhibiteur de 

la traduction des ARNm (Fig E6 A), suggère que l'action de la Neuréguline-1 empêche la 

dégradation de Dlg1, PTEN. En effet le blocage du protéasome, dans les CS, augmente la 

quantité de Dlg1 et PTEN (Fig E6 C) mais aussi d’AKT (données non montrées)., cela 

indique que ces protéines sont dégradées par cette voie. En condition «non-stimulé», toutes 
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ces protéines sont ubiquitinilées et le blocage du protéasome, augmente leur ubiquitinilation 

(Fig E6 D). Quand les cellules, dans lesquelles le protéasome est bloqué, sont stimulées 

avec la Neuréguline-1, la quantité de Dlg1 et PTEN ubiquitinilé est moindre (Fig E6 D) alors 

que celle d’AKT ubiquitinilée est inchangée (données non montrée). Cela indique que la 

Neuréguline-1 empêche spécifiquement l’ubiquitinilation de Dlg1 et PTEN et par conséquent 

leur dégradation. Au final cela explique l'augmentation de la formation du complexe Dlg1-

PTEN suite à la stimulation à la Neuréguline-1. 

Nous avons ensuite cherché la voie de signalisation qui, activée par la Neuréguline-1, 

prévient la dégradation de Dlg1 et PTEN. Pour ce faire, plusieurs voies de signalisation ont 

été testées : La voie PI3K-AKT, et celle impliquant les Mitogen-activated protein kinases 

(MAPK), toutes deux connues pour être activées par la Neuréguline-1 dans les SC mais 

aussi la voie dépendante de la protéine kinase A (PKA) impliqué dans le contrôle de la 

myélinisation. L'inhibition des voies PI3K-AKT et MAPK n'impacte pas l'augmentation de la 

formation du complexe Dlg1-PTEN suite à une stimulation à la Neuréguline-1 (Fig E6 B). 

Seule l'inhibition des récepteurs ErbB2/3 ou de la PKA empêche l'augmentation de la 

formation de ce complexe (Fig E6 A, E6 B). Cela indique que la Neuréguline-1 stabilise le 

complexe Dlg1-PTEN via l'activation des récepteur ErbB2/3 et l'action de voie de 

signalisation impliquant la protéine kinase A (PKA). 
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Figure E6 voie de signalisation impliquée dans l'augmentation du complexe dlg1-
PTEN induite par la neuréguline-1  
 
(A)-(B) Des culture de cellules de Schwann sont traitées ou non avec la neuréguline-1 (20nM, durant 

15 minutes) et un contrôle (DMSO 1%) ou (A) des inhibiteurs de la PI3Kinase (Ly; Ly294002; 20 mM), 

de AKT (AKTi; AKT 1/2 inhibitor; 10 mM), de la MAPK inase (U2; U0126; 20 mM), de la traduction 

(cycloheximide, Cx; 10 mg/ml),ou (B) des récepteurs ErbB2 (Tys, tyrsphostin AG825, 1mM), de la PKA 

(PKAi, PKA 6-22 amide, 500nM), de la kinase p38 (cont., SB203580, 20mM). Puis l’expression de 
DLG1, PTEN, AKT et P-AKT est analysé par western blot. Les blots montrés sont représentatifs de 3 
expériences indépendantes. L’expression de Dlg1 et PTEN augmente après la stimulation à la 
Neuréguline-1. L’inhibition de la PI3K et d’AKT, empêche l’activation d’AKT (P-AKT) mais non 
l’augmentation de Dlg1 et PTEN. Les inhibiteurs des récepteurs ErBb2 et de PKA bloquent fortement 
ou partiellement l’augmentation de Dlg1 et PTEN. 
(C) L'activité protéosomale est inhibée dans des CS en culture en utilisant du MG132 (10uM durant 
18h). Sur le blot, nous observons une augmentation de dlg1 et PTEN. Les blots montrés sont 
représentatifs de 2 expériences indépendantes. 
(D) Des cellules de Schwann en cultures sont traitée avec du MG132 avec et sans neuréguline-1 
durant 18 heures. La quantité de dlg1 et PTEN ubiquitinilé sont détecé par immunoprécipitation de 
l'une ou l'autre protéine puis immunobloté avec un anticorps anti-ubiquitine (panneau de gauche) ou 
inversement, en immunoprécipitant les protéines ubiquitinilées et en immunoblottant Dlg1 ou PTEN 
(panneau de droite). 

 

Lors du développement du nerf sciatique de la souris, c'est la stimulation axonale via 

la Neuréguline-1 de type III qui stimule la myélinisation. Ce phénomène est finement régulé 

car environ 2 semaines après la naissance, l'épaisseur de la myéline commence à tendre 

vers son optimum. Expérimentalement, l'accumulation de myéline peut être illustrée par le 

taux d'expression de la protéine P0 (Fig E7 A) et l'action de la Neuréguline-1 est mise en 

évidence par l'activation de la voie de signalisation d'AKT, plus précisément en mesurant le 

taux de phosphorylation d'AKT (Fig E7 A). La quantité de Dlg1 et PTEN augmente aussi 

durant les deux premières semaines de vie chez la souris (Fig E7 A) cela confirme nos 

données in vitro et semble indiquer que la Neuréguline-1 stabilise Dlg1 et PTEN durant la 

myélinisation in vivo. En effet, la quantité de Dlg1 et PTEN polyubiquitinilé baisse au court du 

processus myélinisation (Fig E7 B) et les souris mutantes surexprimant la Neuréguline-1ont 

plus de Dlg1dans leur nerf sciatique que les souris contrôles (Fig E7 C et D). 
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Figure E7 Effet de la Neuréguline-1 sur l’expression de Dlg1 et PTEN au cours de la 
myélinisation in vivo dans le nerf sciatique 

 
(A) Quantité relative de Dlg1, PTEN et P-AKT est analysé durant la myélinisation (±SEM;n= 3 ou 
plus). Les données concernant la quantité d’ARNm de la protéine zéro (P0) provident d’un travail 
antérieur (cf. N. Stahl, J. Harry, B. Popko, Brain Res. Mol. Brain Res. 8, 1990). L’expression maximale 
est prise comme référence. Les courbes représentent l’extrapolation des courbes de régressions. 
(B) Les nerfs ont été collectés 4 jours (P4), 20 jours (P20) ou 60 (P60) jours après la naissance puis 
les protéines ont été solubilisés. La quantité de Dlg1 et PTEN ubiquitinilé ont été détectées par 
immunoprécipitation respective de ces deux protéines et détecté à l’aide d’un anticorps anti-ubiquitine. 
Les blots présentés sont représentatifs de 2 expériences indépendantes. 
(C) Les protéines de nerfs sciatique de souris sauvage (WT) ou transgéniques surexprimant la 
Neuréguline-1 de type 3 (Tg Nrg1) recueillis 60 jours après la naissance ont été solubilisés. La 
quantité de Dlg1et de GAPDH ont été évaluées pour chaque souris par western blot. 
(D) Quantification des blots; la quantité de Dlg1 est normalisée par GAPDH. Les barres d’erreur 
montrent la SEM, P=0.033. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; * = P<0.05, 

 

Bien que le processus de myélinisation se déroule sur plusieurs mois, le degré de 

myélinisation et l'activation d'AKT fléchissent environ deux semaines après la naissance (Fig 

E7 A). Cette inhibition de la myélinisation intervient quand la quantité de Dlg1 et PTEN 

atteint un pic (Fig E7 A) ce qui renforce le rôle présumé de Dlg1 dans la limitation de la 

myélinisation. Pour vérifier le rôle de PTEN, nous l'avons effacée, in vivo dans les CS du nerf 

sciatique de souris. Comme attendu, la réduction de l'expression de PTEN est corrélée avec 
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une augmentation du taux de P-AKT dans les cellules infectées (Fig E8 A). De plus, en 

comparant les cellules de Schwann de longueurs similaires, nous observons que les cellules 

infectées avec un ARNsh dirigé contre PTEN élaborent une gaine de myéline plus épaisse 

que les cellules contrôles (Fig E8 C) (7.6±0.3µm vs 6.1±0.3µm; longueur<405µm; P=0.003).  

Ainsi tout comme l’inhibition de Dlg1, l’inhibition in vivo de PTEN induit une sur-myélinisation. 

Cela indique que ces deux facteurs coopèrent pour inhiber la myélinisation. 

Nous avons aussi testé si, in vivo, AKT, la cible de Dlg1 et PTEN, est nécessaire à la 

myélinisation des cellules de Schwann. Trois isoformes d'AKT ont été isolé ((30) Hanada et 

al., 2004) chez les mammifères. Parmi elles, deux (AKT1 et 2) sont exprimées de façon 

ubiquitaire. C'est pourquoi, nous avons exprimé des ARNsh contre AKT1 et AKT2 dans les 

cellules de Schwann myélinisante in vivo. L'effacement de ces deux isoformes produit une 

gaine de myéline plus courte (Fig E8 D) et des signes de démyélinisation (Fig E8 B) 

montrant de ce fait leur importance dans le processus de myélinisation et la maintenance de 

la gaine de myéline. Seule, les cellules dans lesquelles l'isoforme AKT2 a été effacé produit 

des gaines de myéline de diamètre réduit par rapport à des cellules contrôles de même 

longueur (Fig E8 D). Cela suggère qu’AKT2 est impliqué dans la mise en place correcte et la 

maintenance de la myéline alors qu'AKT1 est essentiellement requis pour sa maintenance. 
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Figure E8 Effet de l’effacement in vivo de PTEN et d’AKT sur la cellule de Schwann 

 
(A) Image d’une partie de segment de myéline de deux segments parallèles. La cellule de droite, 
infectée par un virus contenant un ARNsh contre PTEN exprime la GFP (vert) et très peu PTEN 
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(rouge) en comparaison avec le second segment d’une cellule non infectée. Cependant, l’expression 
de P-AKT (bleu) est augmentée dans la cellule infectée.OV = superposition. 
(B) Image représentative d’une cellule de Schwann démyélinisante qui exprime un ARNsh contre 
AKT1 couplé à la Dsred. La structure en forme de corde à l’endroit où la myéline compacte disparaît 
et la structure en billes dans les régions où la myéline se détache sont caractéristiques de fibres 
démyélinisantes. 
(C) Graphique mettant en relation le diamètre et la longeur de cellules de Schwann infectées avec un  
virus contenant un PTENsh (carré noir) ou un virus contrôle (carré blanc). Les droites représentent la 
régression linéaire des valeurs des contrôles (1) et des cellules contenant des ARN sh contre PTEN 
(2). n=37 (PTEN), 42 (contrôle). 
(D) Graphique mettant en relation le diamètre et la longeur de cellules de Schwann infectées avec un  
virus contenant un AKT1sh(gauche) ou AKT2sh (droite) (carré noir) ou un virus contrôle (carré blanc). 
Les droites représentent la régression linéaire des valeurs des contrôles (1) et des cellules contenant 
des ARN sh contre AKT1 ou AKT2 (2). 
Graphe en bas: Diamètre moyen des cellules de tailles similaire (≤ 300µm) (±SEM; n=33 (AKT1), 37 
(AKT2, 12 (control); P=0.063 (AKT1), 0.0011 (AKT2)). 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; ** = P<0.01, ns= non signficatif P>0.05., 

 

Nos résultats indiquent qu'un mécanisme moléculaire amorcé par la Neuréguline-1 et 

impliquant Dlg1 et PTEN régule le taux de myélinisation pour prévenir une sur-myélinisation 

suite à la stimulation par la Neuréguline-1 (Fig E9 B). Il s’agirait d’un mécanisme de 

« freinage » de la myélinisation. Cependant, la myélinisation est aussi régulée par la quantité 

de Neuréguline-1 exprimée par l'axone ou par le nombre de récepteurs ErbB2/3 disponible à 

la surface de la CS. Pour tester l’importance physiologique de Dlg1 dans le “freinage” de la 

myélinisation, nous avons effacé Dlg1 dans les CSm, 20 jours après la naissance, moment 

où le taux de myélinisation stagne. Trois semaines plus tard, nous observons que les CSm 

dans lesquelles Dlg1 a été effacé produisent une gaine de myéline significativement plus 

épaisse que les cellules contrôles (8.5±0.3µm vs 5.3±0.2µm; P=1x10-11) (Fig.9A). Cela 

montre que le mécanisme stimulant la myélinisation de la cellule de Schwann est toujours 

actif même quand le taux de myélinisation baisse. Le frein engendré par Dlg1 est par 

conséquent le principal mécanisme qui stoppe la myélinisation à cette période. Quand la sur-

myélinisation perdure plus longtemps (si les nerfs sont prélevés 6 semaines après 

l'injection), les cellules de Schwann démyélinisent et seulement les plus petites CSm 

subsistent (résultats non montrés). Cela suggère que la myéline devient instable quand la 

gaine est trop épaisse. 
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Figure E9 Effet de l'effaçage de Dlg1 dans la période où la myélinisation stagne 

 
(A) Des adénovirus exprimant des ARNsh contre Dlg1ou des ARNsh contrôles ont été infectés une 
fois que le taux de myélinisation diminue (20 jours après la naissance). Le graphique met en relation 
le diamètre et la longueur de cellules de Schwann infectées avec un virus contenant un dlg1sh (carré 
noir) ou un virus contrôle (carré blanc) 3 semaines après l’injection. Les droites représentent la 
régression linéaire des valeurs des contrôles (1) et des cellules contenant des ARN sh contre Dlg1 (2). 
n=43 (dlg1sh), 41 (contrôle). 
(B) Schéma du mécanisme moléculaire impliqué dans l’optimisation de l’épaisseur de la gaine de 
myéline. La Neurégulin-1de type III (Nrg1) exprimée par l’axone (vert) stimule les récepteurs ErbB2/3 
de la cellule de Schwann (orange). L’activation de ces récepteurs stimule la voie de signalisation de 
PI3K et AKT (flèches bleues) ce qui stimule la myélinisation et augmente l’épaisseur de la myéline. En 
outre la stimulation à la Neuréguline 1 stabilise Dlg1 et ainsi plus de Dlg1 peut interagir avec PTEN 
(flèches rouges). Dlg1 stabilise à son tour PTEN et plus de PTEN est susceptible d’inhiber l’activation 
d’AKT et de ce fait tempérer la myélinisation. 
 

Comme rappelé précédemment, Dlg1 interagit avec la protéine MTMR2 qui est mutée dans 

la pathologie CMT4B1. Cette maladie est caractérisée par une production anormale de 

myéline et un dépôt hétérogène de celle-ci. Cela rend la myéline instable et aboutit à de la 

démyélinisation ((31) Bolis et al., 2005). Nos résultats montrent que dans certaines fibres 

l’inhibition de l’expression de Dlg1 conduit à une sur-myélinisation aberrante (FigE10 A), 

similaires à celles observées dans la maladie CMT4B1. Cela suggère soit que le taux, soit 

que la distribution ou la fonction de Dlg1 est altéré dans les CS des mutants MTMR2. Or le 

taux d'expression de Dlg1 est seulement très faiblement réduit dans les nerfs du modèle 

murin de la CMT4B1((27) Bolino et al., 2004) et aucun changement de distribution de cette 
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protéine n’a été observé. Enfin pour tester si la maladie perturbe la fonction de Dlg1, nous 

avons effacé cette protéine dans les cellules de Schwann de souris mutantes MTMR2. Il est 

intéressant de noter que le diamètre des fibres nerveuses dans lesquelles Dlg1 a été effacé 

n’est pas différent des fibres contrôles (diamètre: 6.4±0.µm vs 7.1±0.3µm, P=0.14) (Fig E10 

B). Cela montre que dans les cellules mutantes, Dlg1 n'est plus capable d'inhiber la 

myélinisation. Nous suggérons donc que dans ce cas, le frein dû à l'action de Dlg1 est 

manquant. Cela engendre une myélinisation excessive, des défauts dans la déposition de la 

myéline et finalement cela explique la démyélinisation. 

 

 

Figure E10 Effet de l'effaçage de Dlg1 chez les souris mutantes MTMR2 

 
(A) Image par microscopie électronique d’une cellule de Schwann myélinisante exprimant des ARNsh 
dirigés contre Dlg1 couplés à la PLAP (flèches). Cela aboutit à une myélinisation excessive aberrante. 
Barre d’échelle: 2µm. 
(B) Des lentivirus exprimant des ARNsh contre dlg1 ou des ARNsh contrôles ont été injectés dans des 
nouveau-nés de mutants MTMR2. Le graphique met en relation le diamètre et la longueur de cellules 
de Schwann infectées avec un  virus contenant un Dlg1sh (carré noir) ou un virus contrôle (carré 
blanc) 20 jours après la naissance. Les droites représentent la régression linéaire des valeurs des 
contrôles (1) et des cellules contenant des ARN sh contre Dlg1 (2). n=45 (Dlg1sh), 42 (contrôle). 

 

 

Ainsi, notre travail sur Dlg1 met en lumière un mécanisme qui permet de contrôler 

l’épaisseur de la gaine de myéline pour assurer une myélinisation optimale. La quantité de 

Neuréguline-1 exprimée par l’axone stimule deux mécanismes antagonistes (Fig. E9 B): 
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D’une part, cela stimule la myélinisation via l’activation d’AKT. D’autre part, cela stabilise 

Dlg1 qui à son tour stabilise PTEN pour finalement inhiber AKT. 

 

-Crumb 3 (Crb3) 

Dans un deuxième temps, je me suis penché sur le rôle de Crb3. Chez la Drosophile, le 

gène crb a été décrit pour la première fois en 1990. Sa mutation perturbe la polarisation 

épithéliale et cause une massive mort cellulaire au niveau de l’epidermal primordium ((32) 

Tepass et al., 1990). Trois homologues (Crb1 à 3) ont été identifiés chez les mammifères. 

Crb1 et 2 sont exprimés au niveau de la rétine et du cerveau alors que Crb3 l’est dans tous 

les épithélia. Crb3 est une protéine transmembranaire avec une partie extracellulaire très 

courte et un domaine cytoplasmique qui contient un domaine de liaison aux protéines ERMs, 

un domaine PDZ et un domaine SH3.  Au niveau de la cellule épithéliale, Crb3 est impliqué 

dans la formation des jonctions serrées ((33) Fogg et al., 2005) et dans la ciliogenèse ((34) 

Fan et al., 2004). 

Dans la CS, cette protéine est exprimée dans les microvillosités (Fig E1 B et D). Cette 

localisation singulière rend Crb3 très intéressante car cela peut suggérer une fonction 

importante dans la formation du nœud de Ranvier.  

Nous avons alors introduit, in vivo, à un stade précoce de la myélinisation des ARNsh dirigés 

contre Crb3 co-exprimé avec la protéine fluorescente dsRed2 dans le nerf sciatique de 

souriceaux nouveau-nés. Deux mois après l'infection virale, l'analyse des nerfs montre que 

les CS infectées, contiennent effectivement moins de Crb3 en comparaison avec les cellules 

non infectées (Fig E11 A). En outre, les cellules contenant moins de Crb3 forment une gaine 

de myéline beaucoup plus longues que les cellules contrôles (Fig E11 B et D; 616,2±36,5 µm 

vs 363,2±19,8 µm, P=8,1x10-7) sans impact sur le diamètre de la fibre nerveuse (Fig E11 D, 

7,8±0,3 µm vs 7,1±0.3 µm, P=0.12). Sur un même axone cela se traduit, par un allongement 

de la myéline formée, uniquement par les cellules dans lesquelles l’expression de Crb3 est 

diminuée. Les cellules adjacentes sont de longueur conventionnelle comme l'illustre la figure 

montrant deux cellules adjacentes (Fig E11 E). 
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Nous avons aussi analysé l'effet de la diminution de Crb3 sur l’ultrastructure de la myéline 

par microscopie électronique (données non montrées). Aucune modification dans la structure 

de la myéline ou des microvillosités n’est observée. Le g-ratio (diamètre de l’axone / 

diamètre totale de la fibre) ne varie pas, ce qui confirme qu’ in vivo l’épaisseur de la gaine de 

myéline n’est pas touchée par la «perte» de Crb3. De plus, les marqueurs des microvillosités 

et du nœud de Ranvier sont bien exprimés et correctement localisés (Fig. E11 F) donc ses 

deux structures ne sont également pas perturbées par la «perte» de Crb3. Ainsi Crb3 ne 

semble pas être impliqué, comme supposé initialement, dans la mise en place et la 

structuration du nœud de Ranvier. Mais Crb3 a un rôle dans la régulation de la longueur de 

la gaine de myéline. 

Cet allongement des CSm peut s’expliquer par le fait que la «perte» de Crb3 influence la 

longueur de la CS avant  le processus de myélinisation proprement dit. Nous avons testé 

cette hypothèse en utilisant notre modèle de myélinisation in vitro. Nous avons inhibé 

l’expression de Crb3 dans des co-cultures de neurones et de CS, sans induire la 

myélinisation. Cela nous a permis d’évaluer la longueur des CS pré-myélinisantes. Nous 

n'avons pas observé de différence de taille entre les cellules avec ou sans Crb3 (Fig E12 A 

et C). Cela indique que l’augmentation de taille de la gaine de myéline n’est pas due à une 

cause au stade pré-myélinisant. Ainsi comme la diminution de Crb3, d’une part, n’augmente 

pas la longueur des CS pré-myélinisantes et d’autre part, cela  augmente la longueur de la 

gaine de myéline sans modifier son épaisseur ou l’organisation du nœud de Ranvier, nous 

en déduisons que Crb3 est un inhibiteur spécifique de l’élongation de la gaine de myéline au 

cours de la myélinisation. 
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Figure E11 Effet de l'effaçage de Crb3 sur des cellules de Schwann in vivo. 
 
(A) l'expression de Crb3 est réduit dans les cellules de Schwann infectées avec un virus contenant un 
ARNsh contre Crb3. Au niveau du nœud de Ranvier, l'immunomarquage de Crb3 marque les 
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microvillosités de deux cellules adjacentes. Panneau du haut:  Dans une cellule infectée avec un virus 
contrôle (DsRed2, rouge), le marquage de Crb3 (vert) se superpose partiellement avec le DsRed2 
cytoplasmique (jaune). Le marquage de Crb3 jaune se situe dans les microvillosités de la cellule 
infectée (flèche blanche) alors que le marquage qui ne se superpose pas (vert) se situe dans les 
microvillosités de la cellule non infectée (flèche verte). Panneau du milieu: Dans une cellule infectée 
avec un ARNsh contre Crb3, le marquage de Crb3 (vert) ne se superpose pas avec le marquage 
cytoplasmique en rouge. Cela montre que Crb3 est absent des microvillosités infectées. Tandis que le 
marquage Crb3 est toujours présent dans la cellule non infectée. (flèche verte). Panneau du bas: 
Dans la cellule infectée, le marquage de la Gliomédine (vert), un marqueur des microvillosités est bien 
présent et se superpose au marquage cytoplasmique (jaune): Cela monte bien que les microvillosités 
sont toujours en place (flèche blanche).Barre d'échelle: 5µm. 
(B)Image représentative de deux gaine de myéline infectée en début de myélinisation, l'une avec un 
ARNsh contre Crb3 (Crb3sh), l'autre avec un virus contrôle (contsh). 
(C) Le graphique met en relation le diamètre et la longueur de cellules de Schwann infectées avec un 
virus contenant un Crb3sh (carré noir) ou un virus contrôle (rond blanc) illustrés en C. Les droites 
représentent la régression linéaire des valeurs des contrôles (1) et des cellules contenant des ARN sh 
contre Crb3 (2). n=65(Crb3sh), 42 (contrôle). 
(D) Longueur (gauche) et diamètre (droite) moyen des cellules de Schwann décrites en D. Les cellules 
des lesquelles Crb3 est effacer sont significativement plus longues alors que leur diamètres n'est pas 
modifié. 
(E) Une cellule de Schwann infectée avec un virus contenant un ARNsh contre Crb3 (Crb3sh, Dsred2) 
est plus longue que la cellule suivante, non infectée (NI) sur le même axone. La région nodale est 
visualisée par immunomarquage de Kv1.2 (vert) et le noyau et marqué en DAPI. Barre d'échelle: 
100um. 
(F) Tous les panneaux se focalisent sur des nœuds de Ranvier entre une cellule de Schwann infectée 
avec un virus contenant un ARNsh dirigé contre Crb3 (DsRed2, rouge) et la cellule adjacente non-
infectée. 
Ces nœuds sont marqués à l'aide de différentes protéines des microvillosités,  pERM, Moésine,et 
Gliomédine (bleu), de divers marqueurs nodaux, Neurofascine (vert), Ankirine G (Ank, vert) et Nav1.8 
(Bleu) anisi qu'un marqueurs juxtaparanodal, KV1.2 (vert) ,et  un marqueur paranodal, Caspr (bleu). 
La même image mais sans le marquage Dsred2 a été mis en dessus de l'image d'origine pour 
permettre une meilleure visualisation des différents marqueurs dans la cellule infectée ou non. Tous 
les marqueurs sont présents et localisé comme indiqué dans la littérature: Leur distribution apparaît 
symétrique entre la cellule infectée et sa voisine non infectée: Cela suggère que l'effacement de Crb3 
n'affecte pas l'expression et la distribution des différents marqueurs des microvillosités et du nœud de 
Ranvier: Barre d'échelle: 5 µm. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; ***P<0.001, ns= non significatif  P>0.05. 

 

 

D’autres expériences in vitro, non publiées, dans lesquelles l’expression de Crb3 a été 

inhibée après induction de la myélinisation, mettent en évidence le rôle de Crb3 dans 

l'élongation de la gaine de myéline. En effet, dans ces conditions de culture “statiques”, 

aucune différence de taille a été constaté entre les segments de myéline produit par les 

cellules infectées par rapport aux cellules contrôles (Fig E12 B et C, données non publiées). 

Cela indique que l’inhibition de Crb3, en soi, ne suffit pas à allonger la gaine de myéline, 

mais  suggère que Crb3 est impliqué dans la régulation du processus d’élongation de la 

gaine de myéline. 

 



34 

 

 

Figure E12 Effet de «l'effaçage» de Crb3 sur des cellules de Schwann in vitro. 
 
(A) (B) Les cellules de Schwann et les neurones sont mises en culture à partir de ganglions de la 
racine dorsale d'embryons de souris. Les cellules de Schwann sont infectées par des rétrovirus 
contenant un ARNsh contre crb3 ou un virus contrôle. 
La myélinisation n'a pas été induite en (A)-pour observé la taille des cellules prémyélinisantes. Dans 
ce cas, l'effaçage de Crb3 n'augmente pas la longue des cellules comme l'illustre l'image présentée. 
Barre d'échelle:50µm. En (B) nous avons induit la myélinisation et constatons que l''effaçage de Crb3 
n'affecte pas la taille du manchon de myéline marqué pour la protéine myelin basic protein (MPB), 
ainsi formé. Barre d'échelle:50µm. Deux ARN sh différents contre Crb3 ont des effets identiques. 
(C) Graphique représentant la longueur moyenne des cellules prémyélinisantes et des gaines de 
myéline des expériences présentées en A et B. 
(± SD, 3 expériences indépendantes avec 3 co-cultures pour chaque expérience, P>0.05). 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; P>0.05 non significatif 

 

Au cours du développement, le processus d'élongation se produit lors de la croissance d'un 

individu. Le corps grandit, les membres s'allongent ce qui occasionne une élongation 

axonale. De plus, il a été montré que la distance internodale est fortement corrélée avec 

l'élongation des nerfs et des membres ((35)Thomas PK et al., 1949) et que la longueur 

définitive n'est pas le résultat d'un processus uniquement passif ((36)Jacobs, 1998).  
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Chez la souris, la phase principale de croissance se déroule durant le premier mois de vie, 

plus précisément à partir de la deuxième semaine. Par conséquent, nous avons analysé, 

l’effet de l’inhibition de l’expression de Crb3 à différents temps au cours de la myélinisation, 

15, 30 et 60 jours après la naissance. Nous constatons grâce à l’analyse des nerfs 15 jours 

après la naissance (15 jours post-natal) une augmentation significative de la distance inter-

nodale pour les CSm dans lesquelles Crb3 a été effacé (188 vs 217µm) (Fig E13 A). 30 jours 

après la naissance, la distance internodale a plus que doublé dans les cellules où Crb3 a été 

effacé, avec un taux de croissance 2.5 fois plus important par rapport aux cellules contrôles 

(15.1 vs 6.0 µm/jours). A 60 jours, la différence de longueur des gaines de myéline produites 

par les cellules infectées par des ARNsh dirigé contre Crb3 ou des virus contrôles est encore 

plus grande. Mais il est intéressant de constater qu’à partir de 30 jours les taux de 

croissance diminuent de façon quasi similaire (Fig E13 A). Ces données suggèrent que 

l'effacement de Crb3 augmente l'élongation de la myéline en « boostant » le taux de 

croissance sans modifier la période principale d'élongation située entre 15 et 30 jours après 

la naissance, chez la souris.  

Nos résultats montrent donc que Crb3 est un inhibiteur spécifique de l'allongement de la 

gaine de myéline lorsque celle-ci est en phase d'élongation.  

 

Des données, obtenues chez la Drosophile, montrent que la protéine Crumbs, homologue de 

Crb3, peut activer la voie de signalisation Hippo ((37) L Chen et al. 2010). Brièvement, cette 

voie correspond à une cascade de kinase qui aboutit à la phosphorylation du co-facteur de 

transcription Yes associated protein (YAP) ((38) Yu, F.X. & Guan, K.L, 2013). Cette 

modification empêche YAP de pénétrer dans le noyau et donc la transcription de ses gènes 

cibles. YAP est notamment impliqué dans la régulation de la croissance tissulaire. Dans 

notre contexte, cela fait de YAP un candidat idéal comme cible de la voie de régulation 

initiée par Crb3. Tout comme Crb3, YAP est exprimé dans la CS. Par immunochimie, nous 

observons une localisation majoritairement nucléaire (Fig E13 B). Par western blot, nous 
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avons analysé, l’expression de YAP et de sa forme cytoplasmique inactive, YAP phosphorylé 

(P-YAP) durant la myélinisation. Nous avons observé que tandis que le niveau total de YAP 

reste constant entre 15 et 60 jours après la naissance, celui de P-YAP augmente fortement 

durant les 30 premiers jours après la naissance (Fig E13 C), période durant laquelle l’action 

de Crb3 est la plus significative. De plus, l’expression de YAP dans le noyau des CSm 

décroît constamment entre 15 et 60 jours après la naissance (FigE13 D). Cela suggère que 

Crb3 contrôle la quantité de YAP actif dans le noyau durant la myélinisation. Pour étayer 

cela, nous avons mesuré la quantité de YAP dans le noyau de cellules dans lesquelles 

l’expression de Crb3 a été inhibée. Nous avons observé qu’un défaut de Crb3 favorise la 

localisation nucléaire de YAP (Fig E13 E). 

Ces expériences suggèrent une régulation négative de l’activité de YAP par Crb3. De plus, la 

localisation (nucléaire ou non) de YAP coïncide et son retrait du noyau peut expliquer la 

décroissance du taux de myélinisation lorsque la distance internodale finale est atteinte. 
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Figure E13 Régulation de l’extension de la gaine de myéline durant la myélinisation 

 
(A)-La distance internodale moyenne de cellules de Schwann infectés avec un virus contenant un 
ARNsh contre Crb3 (carré noir) ou un virus contrôle (rond blanc) a été mesuré a différents temps soit 
15, 30 et 60 jours  après la naissance. Les cellules infectées avec un ARNsh contre Crb3 sont à tous 
les âges significativement plus longues que les cellules infectées avec un virus contrôle. L'analyse 
statistique compare les cellules infectées avec un ARNsh contre Crb3 et les cellules contrôles à 
chaque temps. 
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(B) Immunomarquage de YAP qui montre son expression nucléaire (DAPI, bleu) de cellule de 
Schwann myélinisante de souris âgée de 15 jours. 
(C) (Gauche) Western blot représentatif de l'expression de YAP et P-YAP dans le nerf sciatique murin 
15, 30 et 60 jours apès la naissance. (Droite) Quantification des blots de l'expression de YAP et P-
YAP 15, 30 et 60 jours apès la naissance (n= 3, 4 et 4 respectivement). Les niveaux d’expression de 
YAP et P-YAP ont été d’abord normalisés avec le témoin de charge, l’actine puis l’augmentation 
d’expression de chaque réplicats, aux différents temps, a été exprimée relativement au niveau mesuré 
15 jours après la naissance. 
(D) Immunomarquage représentatif de YAP (red) dans le noyau de cellules de Schwann myélinisantes 
durant la myélinisation à 15, 30 et 60 jours après la naissance. Les noyaux sont marqués en DAPI 
(bleu). 
(E) Immunomarquage représentatif de YAP (vert) dans le noyau d’une cellule de Schwann 
myélinisante infectée avec un ARNsh dirigé contre Crb3 (DsRed2, rouge) en comparaison avec une 
cellule non infectée. Les noyaux sont marqués en DAPI (bleu). Yap est plus exprimée dans les 
cellules infectées. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 et ns=non 

significatif P>0.05. 
 

C’est pourquoi, nous avons recherché si YAP pouvait contrôler la transcription de gènes 

important dans le processus de myélinisation. YAP est un cofacteur de transcription qui 

régule l'expression de gènes en se liant à divers facteurs de transcription, notamment les 

facteurs TEAD ((39) Zhao B. et al., 2008). Nous avons testé si YAP contrôle l’activité de 

divers promoteurs de gènes important dans la myélinisation: le promoteur du gène “Myelin 

protein zero” (MPZ ou P0) qui code pour la protéine la plus abondante de la myéline du 

système nerveux périphérique et celui du « early growth factor response 2 » (ERG2) qui 

code pour un facteur de transcription essentiel pour la myélinisation de la CS. Des cellules 

HEK293 ont été transfectées pour exprimer la luciférase sous le contrôle des promoteurs 

Mpz ou Erg2. Certaines ont aussi été transfectées  avec des vecteurs exprimant, ou la GFP 

(comme control), ou YAP, ou YAP et divers isoformes de TEAD. L'impact de ces facteurs sur 

l'expression de la luciférase a été mesuré. YAP seul est capable de stimuler le promoteur 

Erg2 mais non le promoteur Mpz (Fig. E14 A). Cependant, quand YAP est co-exprimé avec 

TEAD1, le promoteur Mpz est stimulé et l'activité d’Egr2 est encore augmentée. L'expression 

de YAP avec un autre membre de la famille TEAD, TEAD4, stimule aussi de promoteur Erg2 

et non Mpz (Fig. E14 A). Cela montre que YAP peut réguler les gènes impliqués dans la 

myélinisation en agissant avec divers isoformes de TEAD. 

Les résultats obtenus sur le rôle de Crb3 dans le processus de myélinisation, amène à 

formuler l’hypothèse suivante (Fig. E14 B):  
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Lors de l’élongation des nerfs, Crb3 régule de manière négative l’accroissement de longueur 

de la myéline. Plus précisément, Crb3 tempère l'activité de YAP en activant, très 

vraisemblablement, la voie HIPPO qui phosphoryle YAP et le séquestre dans le cytoplasme 

(l’accumulation de P-YAP coïncide avec la diminution de la localisation nucléaire de YAP 

durant la période où l’extension de la myéline décroît). Cela empêche YAP de réguler via 

TEAD l'expression des gènes de la myéline et cela explique la décroissance du taux de 

myélinisation. 
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Figure E14 Modèle de  l‘implication de YAP dans la régulation de la myéline 

 
(A) Des cellules HEK 293T ont été transfectées avec des plasmides exprimant le promoteur Mpz ou 
Erg2 contrôlant l'expression de la luciférase : Dans les deux cas, ces plasmides ont été cotransfecté 
avec des plasmides exprimant la GFP, YAP seul ou YAP et une isofrome de TEAD. Le taux 
d'expression de la lucioférase est normalisé avec le taux des cellules transfectée uniquement avec la 
GFP (± SEM, 3 expériences indépendantes ont été réalisées en triplicats). L’analyse statistique 
compare chaque transfection avec celle faite avec la GFP pour chaque promoteur testé. 
Test statistique utilisé : Test de Student bilatéral. Significativité ; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 et ns=non 

significatif P>0.05. 
(B) Une cellule de Schwann est soumise un stimulus provenant de l'élongation de l'axone (flèche 
verte). Cela favorise la translocation de YAP dans le noyau (flèche pointillée verte). YAP peut ainsi 
favoriser l'expression des gènes de la myéline (flèche bleue) et de se faite alimenter l'élongation de la 
gaine isolante (flèche pointillée bleue). La translocation de YAP au niveau du noyau est négativement 
régulée par l'action de Crb3. Cette dernière favorise la phosphorylation de YAP, la séquestrant dans le 
cytosol. La voie de signalisation activée par Crb3 pourrait être la voie Hippo (flèche rouge). 

 

 

Pour des raisons physiques, la conduction axonale optimale le long d’une fibre nerveuse est 

obtenue quand la géométrie de sa gaine isolante est finement régulée. Mon travail met en 

lumière comment la cellule gliale génère la quantité correcte de myéline en fonction de 

l’axone isolé. Le travail sur Dlg1 identifie un premier frein qui stoppe progressivement la 

myélinisation, celui sur Crb3, un deuxième qui limite l’extension de la myéline lors de la 

phase d’élongation de cette dernière. 

Mon travail sur Dlg1 a mis en évidence que cette protéine inhibe la myélinisation en régulant 

négativement une voie de signalisation importante pour la production de myéline, la voie 

PI3K-AKT. Dlg1 empêche la dégradation de PTEN qui réprime l'activation d'AKT. 

Depuis la parution de ce travail, divers articles ont confirmé et affiné le mécanisme proposé 

ci-dessus. Une publication récente apporte des précisions sur le fonctionnent de Dlg1 par 

l'analyse de nerfs d'une lignée de souris transgénique (souris «floxDlg1-P0Cre») dont le 

gène dlg1 a été invalidé dans les CS à un stade précoce (E13,5) ((40) Noseda et al., 2013). 

Un ou deux jours après leur naissance, les nerfs des souris mutantes ont un nombre de 

fibres myélinisées identiques aux souris contrôles. A ce stade de la myélinisation, dans un 

contexte plus physiologique, l'absence de Dlg1 semble ne pas poser de problème. L’analyse 

des nerfs des souris «floxDlg1-P0Cre» 10, 20, et 45 jours après la naissance révèle l'hyper-

myélinisation de ces axones comme le suggère mon travail. Toutefois, une fois la myéline 
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pleinement mature, l’épaisseur de leur gaine ne diffère pas de celle des souris contrôles. 

Cela suggère que le rôle de Dlg1 n'est pas primordial dans la maintenance de la myéline, et 

qu’au court de la myélinisation, son effet peut être modulé. Cependant ces auteurs ne 

peuvent pas exclure que l’effet observé soit induit par leur modèle d’étude. En effet, le 

modèle de souris transgéniques, peut induire des mécanismes de compensations 

moléculaires. Ces mécanismes permettent à la cellule de remplacer une molécule ou voie de 

signalisation par une autre et elles sont courantes dans le cas d’une invalidation génique, 

surtout si l’invalidation intervient dans le développement embryonnaire. Sur ce point précis, 

notre technique d’inactivation aigue à l’aide de virus, au moment même de la myélinisation, 

est un avantage. Elle limite les compensations moléculaires ou du moins ces dernières 

n’affectent pas le processus étudier car elles nécessitent du temps pour ce mettre en place. 

Comme le montre mon travail, l'hyper-myélinisation et l'instabilité des gaines de myéline 

matures induites par l'effacement de Dlg1, une fois que le taux de myélinisation diminue, le 

frein engendré par Dlg1 est aussi important pour les phases plus tardives de ce processus. 

Cela ne remet pas en cause la possible et même probable régulation de Dlg1 au court de la 

myélinisation et in fine, toutes ces expériences mettent en lumière l’importance de Dlg1dans 

la myélinisation.  

Dans mon travail, je me suis intéressé aux voies de signalisation qui régulent et stabilisent 

Dlg1 (et par conséquent PTEN) en empêchant sa dégradation dans la cellule. Récemment, il 

a été montré qu'à partir de 20 jours après la naissance, la kinésine13b régule négativement 

Dlg1 en interagissant avec la MAP kinase p38 qui phosphoryle et donc favorise 

l'ubiquitination de Dlg1 ((41) Noséda et al., 2016). Cela complète nos résultats in vitro qui 

indiquent que seul l'activation des récepteurs ErbB2/3 et la PKA sont impliqués dans ce 

phénomène. 

L'implication de PTEN a été confirmé par la production de souris transgénique dans 

lesquelles PTEN a été supprimé dans les CS ((42) Goebbel et al., 2012). Dans les nerfs de 

ces souris, la voie PI3K-AKT est activée et l’une de ses cibles est le complexe de kinase 

mTOR. Et, tout comme nous l'avons montré, la diminution de PTEN active la PI3K ce qui 
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favorise la myélinisation. De plus, l'activité de mTOR est elle-même régulée par une boucle 

de rétro-contrôle négative en lien avec Dlg1. En effet, la protéine DDIT4 est surexprimée 

suite à l’invalidation de Dlg1 dans les CS((40) Noséda et al., 2013). Or l'inactivation de la 

protéine DDIT4 stimule l'activité du complexe mTor1 et par conséquent la myélinisation ((40) 

Noséda et al., 2013). Les auteurs de cette étude émettent l’hypothèse que l’activation du 

complexe mTOR induit l’expression de DDIT4, comme cela se produit en cas d’hypoxie ((43) 

Schwartzer et al., 2005). Ainsi le mécanisme proposé est que quand l'activité de Dlg1 

diminue, celle de mTOR est augmentée mais celle-ci s’auto-régule en induisant l’expression 

de DDIT4 qui inhibe mTOR. Cela montre à quel point le processus de myélinisation est 

finement régulé et contrôlé. 

Un temps controversé ((44) Flores et al., 2008), le rôle d’AKT comme la cible principale de 

l'activation de la PI3K lors de la myélinisation, comme nous le suggérions, a bien été 

démontré ((45) Domenech et al., 2016). Cette étude met en évidence la spécificité de 

l’expression des différentes isoformes d’AKT. Notamment, l’isoforme 1 (AKT1) qui est 

exprimée par les neurones et les CS alors qu’ AKT2 est exprimée majoritairement par la CS. 

De plus, l'analyse de nerfs de trois lignées de souris transgénique dans lesquelles les 

isoformes d'AKT ont été respectivement invalidées n'a pas montré d'impact significatif sur la 

myélinisation ((45) Domenech et al., 2016). Ce travail apporte un début d’explication sur la 

différence fonctionnelle observée, dans mon travail, lors de l’effacement d’AKT1 et 2 

respectivement. En effet, n’ayant pas strictement la même localisation cellulaire, il est 

logique que leurs délétions dans les neurones et les CS ne produisent pas les mêmes effets 

dans le travail présenté par Domenech et collaborateurs. Mes résultats montrent bien que 

seul AKT2, isoforme majoritairement gliale, impacte la déposition de la myéline. 

Accessoirement, les souris dans lesquelles les auteurs ont invalidés les différentes isoformes 

d’AKT mettent en évidence les systèmes de compensation (dans ce cas précis, induit par les 

isoformes non supprimées) dans les modèles de souris transgénique comme évoqués ci-

dessus. 
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Initialement, la fonction de Dlg1 lors de la myélinisation est liée à son interaction avec la 

protéine MTMR2, protéine mutée dans la maladie de Charcot de type 4B1. Cette pathologie 

est caractérisée, en particulier au niveau des régions paranodales, par des accumulations 

anormales de myéline. Dlg1 fait partie avec MTMR2 d'un complexe protéique qui régule 

l’homéostasie membranaire durant la myélinisation. En effet l'interaction Dlg1-MTMR2 

contrôle négativement la quantité de membrane produite ((46) Bolis et al., 2009) ce qui est 

cohérent avec un rôle de frein à la myélinisation. Ainsi Dlg1 peut réguler la myélinisation de 

diverses manières. Néanmoins, quel que soit le mécanisme précis, la fonction de Dlg1 est 

primordiale. En effet, l'effacement de Dlg1 dans les CS de nerfs de souris dont le gène 

MTMR2 a été invalidé n'engendre pas de sur-myélinisation comme chez les contrôles. Cela 

indique que chez les mutants la voie d'inhibition impliquant Dlg1 n'est plus active. Ces 

résultats suggèrent que la défaillance du mécanisme inhibant la myélinisation est la cause 

de la sur-myélinisation suivie de démyélinisation qui caractérise la CMT de type 4B. 

 

La deuxième partie de mon travail a mis en évidence le rôle de Crb3 dans le contrôle de la 

croissance longitudinale de la gaine de myéline. Durant l'élongation de la myéline, Crb3 

régule de manière négative l’accroissement de longueur de cette gaine isolante en inhibant 

l'activité du cofacteur de transcription YAP. Plus précisément, Crb3 induit la phosphorylation 

de YAP ce qui le séquestre dans le cytoplasme. Cela empêche YAP de réguler, via TEAD, 

l'expression des gènes de la myéline et explique une partie de la décroissance du taux de 

myélinisation. 

Des expériences réalisées après mon départ du laboratoire ont confirmé et affiné le modèle 

d'action de Crb3 via YAP, rappelé ci-dessus. 

Des expériences d’étirement artificiel des nerfs ont confirmé le rôle inhibiteur de Crb3 lors de 

l’extension de la myéline ((47) Fernando et al., 2016). D’un point de vue moléculaire, Crb3 

pourrait réguler YAP en activant la voie de signalisation Hippo. Les composants de cette voie 

de signalisation (Merlin, Willin et diverses kinases) sont exprimés dans le nerf sciatique de la 
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souris et l’invalidation de la Willin, connecteur supposé entre CRb3 et cette voie de 

signalisation, a aussi un impact sur la croissance longitudinale des CS infectées.  

La localisation de Crb3 au niveau des microvillosités est idéale pour «capter» des signaux 

provenant de la cellule adjacente ou de la région nodale. Malgré son court domaine 

extracellulaire, Crb3 pourrait notamment interagir avec la matrice extracellulaire ((48) 

Thompson et al., 2013) ou utiliser son domaine transmembranaire ou intracellulaire pour 

interagir avec d’autres protéines de la CSm qui seraient les senseurs de signaux 

extracellulaires. Cependant pour l’instant, aucun partenaire n’a été mis en évidence dans la 

CSm.  

D’autres expériences obtenues après mon départ ont montré l'implication de YAP dans la 

régulation de la longueur de la gaine de myéline ((47) Fernando et al., 2016). En effet, son 

effacement précoce, in vivo, induit la production d'une gaine de myéline notamment plus 

courte comparées aux cellules contrôles. De plus, l'étirement artificiel du nerf sciatique de 

souris a permis de montrer que l'allongement axonal est corrélé avec une augmentation de 

YAP dans le noyau des CSm et que les cellules dans lesquelles YAP est effacé, sont 

incapables d'augmenter significativement leur longueur. Cela montre que l'allongement 

axonal (dû à l'allongement des nerfs, lors de la croissance) provoque l'élongation de la 

myéline via l’expression de la forme active non phosphorylée de YAP.  

Enfin, d'autres expériences, réalisées après mon départ, ont aussi mis en lumière comment 

YAP peut stimuler la myélinisation. Premièrement, YAP peut réguler l’expression des gènes 

de la myéline. La sur-expression d'une forme constitutivement active de YAP dans des 

cultures de CS différenciées de rat stimule (positivement ou négativement) l'expression de 

protéine de la myéline (KROX20, MAG ou MPZ) mais aussi de protéines non constitutives de 

la myéline, impliquées dans ce processus (Rab11, Laminin g1). Mon travail montre que YAP 

peut induire l'expression des protéines de la myéline en activant leur transcription et que 

cette régulation se fait notamment avec les facteurs de transcription TEAD. Des études 

ultérieures seront toutefois nécessaires pour comprendre totalement le rôle de YAP dans la 

transcription de ces gènes.  
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Deuxièmement, YAP peut interagir avec la voie de signalisation NRG1-PI3K-AKT. En 

présence de NRG1, la sur-expression d'une forme constitutivement active de YAP stimule 

fortement l’activité AKT et l’analyse de nerfs sciatiques, surexprimant la NRG1, montre une 

expression augmentée des deux formes, active et inactive, de YAP. Comment cette 

interaction se produit reste à élucider mais cela est cohérent avec l’observation que l’activité 

de YAP est également stimulée par des composants axonaux durant le développement 

(NRG1, élongation axonale). 

 

Un point intéressant décrit par de ce travail est la dissociation entre la croissance 

longitudinale et la croissance radiale de la myéline.  

Il est intéressant de constater que l’effacement de Crb3 et l'élongation artificielle axonale 

((47) Fernando et al., 2016) augmente la longueur de la gaine de myéline mais n'impacte 

pas son épaisseur alors que la sur-expression de la NRG1 ((20) Michailov et al., 2004) et 

l'effacement de Dlg1 qui vont activer la voie de signalisation NRG1-PI3K-AKT dans la CS 

augmente uniquement l'épaisseur de la myéline. Or comme mentionné plus haut, la 

surexpression de la NRG1 axonale augmente également l'expression de YAP et cela affecte 

très peu la distance internodale. Cela s’explique par la présence de Crb3, exprimé durant la 

myélinisation qui peut de ce fait inactiver YAP. Ainsi la sur-expression de la NRG1 augmente 

l’expression de YAP mais affecte peu la croissante longitudinale de la myéline (elle est 

proche de la normale) alors que cela  stimule la voie de signalisation PI3K-AKT et augmente 

la croissance radiale. Cela suggère que la dissociation entre la croissance longitudinale et 

radiale résulte de l'inhibition de YAP via Crb3. 

 

2.2 Bilan et perspectives 

 

Mes travaux menés dans le groupe du Docteur Tricaud ont conforté l'idée initiale qui faisait 

des protéines de la polarité cellulaire des acteurs centraux pour réguler le phénomène 

complexe de la myélinisation. En effet, l'invalidation de Pals1, Dlg1 et Crb3 aboutissent à 
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faire varier la géométrie de la myéline. Connaître les facteurs qui influent sur cette géométrie 

n’a évidemment pas qu’un intérêt fondamental. En effet de nombreuses neuropathies sont 

liées ou aboutissent à une altération de la longueur ou du diamètre de la gaine de myéline. 

Inverser ces processus, à l’aide d'outils viraux, semble une voie thérapeutique intéressante à 

explorer pour traiter ces maladies. Or pour l’heure, nous arrivons à corriger des défauts mais 

uniquement à l’échelle de quelques centaines de cellules par site d’injection. Pour obtenir un 

impact fonctionnel et envisager une thérapie, il faudrait augmenter de manière drastique le 

nombre de cellules infectées. 

Actuellement, je travaille à l’institut Pasteur de Paris où je continue de développer et utiliser 

des vecteurs viraux mais avec des impacts fonctionnels. Mon groupe travaille sur la 

neurogenèse adulte et ses conséquences fonctionnelles. Nous utilisons le bulbe olfactif 

comme modèle. En effet, chez la souris adulte, la neurogenèse prend notamment place dans 

cette zone du cerveau, impliquée dans le traitement de l’information olfactive. En bref, les 

neurones sont produits, au cœur du cerveau, dans la zone sous-ventriculaire, région 

éloignée du bulbe puis les futurs nouveaux neurones migrent jusqu’au bulbe ou ils se 

différencient en neurones matures. Or 50% des cellules produites meurent après avoir 

atteints leur cible ((50) Rochefort et al., 2002). Le destin des nouveaux neurones dépend de 

leur activité et de leur degré de sollicitation ((51) Petreanu et al., 2002). Cette grande 

sélectivité des neurones produits peut expliquer l'échec des greffes de précurseurs 

neuronaux au-delà du court terme. Or la greffe cellulaire est une des pistes thérapeutiques 

pour soigner des patients atteints de maladies neurodégénératives telle que la maladie de 

Parkinson. L’utilisation de techniques d’opto- et chémo-génétique, nous permet de cibler 

spécifiquement les nouveaux neurones et de réguler l’activité de ces derniers. Ces 

techniques nous permettrons peut-être à l’avenir de contrôler le destin des neurones 

nouvellement générés et ainsi assurer leur survie dans des contextes pathologiques. 
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