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La gaine de myéline est un élément majeur du systeme nerveux car elle
garantit la vitesse de circulation du message nerveux, et toute altération de sa
fonction se traduit par des neuropathies, parfois trés sévéres. Elle est
synthétisée par des cellules trés spécialisées: les oligodendrocytes dans le
systeme nerveux central, et les cellules de Schwann dans le systeme nerveux
périphérique.

Notre travail appartient au vaste champ d’étude des mécanismes moléculaires
qui régissent l'initiation et le maintien de la myélinisation par les cellules de
Schwann. Il fait suite au diagnostic, chez un nourisson décédé d’une
neuropathie amyélinisante congénitale, d’un déficit en un facteur de
transcription essentiel: Egr2, dans les cellules de Schwann, suite a la délétion
homozygote d’'une séquence « enhancer »: Myelinating Schwann cell Element
(MSE). Deux hypotheses permettent d’expliquer I'absence de la protéine Egr2.
Dans le premier cas, aucun autre enhancer ne pourrait activer la transcription
du gene Egr2. Dans le deuxieme cas, le second enhancer connu: Immature
Schwann cell Element (ISE), normalement éteint aprés la naissance, serait
réactivé, et induirait la transcription d’'un ARNm Egr2 soumis ensuite a une

régulation post-transcriptionnelle négative.

Nous allons d’abord nous attacher a établir chez la souris I'existence d’une
régulation post-transcriptionnelle de Krox20 (équivalent d’Egr2 chez la souris)
compatible avec l'intervention d’ISE et de MSE, afin de rendre la deuxieme
hypothese physiopathologique plausible.

Le role essentiel de MSE dans I'expression d’Egr2 chez ’lhomme nous conduira
ensuite a I'analyser sur un échantillon de 76 patients atteints de neuropathie
périphérique de type Charcot-Marie-Tooth dont le diagnostic moléculaire,
comprenant notamment I'exploration de la séquence codante d’Egr2, n’a pas

pu aboutir.
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) DEVELOPPEMENT DU SYSTEME NERVEUX PERIPHERIQUE
DES VERTEBRES
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A) Présentation générale du systéme nerveux périphérique

1) Description anatomique du systéme nerveux périphérique

Dans le systéme nerveux pris dans son intégralité, on oppose le systeme
nerveux central (SNC) qui comprend I'encéphale et la moelle épiniere, au
systeme nerveux périphérique (SNP) qui connecte le précédent aux divers
organes récepteurs et effecteurs.

Le SNP est classiguement divisé en deux ensembles fonctionnels:

e |e systeme nerveux somatique, qui controle les fonctions conscientes.

e |e systeme nerveux autonome qui contréle les fonctions végétatives.

Le systeme nerveux somatigue est associé aux mouvements volontaires et

réflexes, et au tonus musculaire. Il innerve les muscles squelettiques du tronc
et des membres, les articulations et les tendons.

Il se subdivise en deux composantes, motrice et sensitive:

e La composante motrice efférente va de la moelle épiniere a la fibre

musculaire.

L’élément fondamental est I'unité motrice. L'unité motrice comprend
un motoneurone, situé dans la corne antérieure de la moelle épiniére
a tous les niveaux (cervical, dorsal ou lombaire, ou encore situé dans

les noyaux moteurs des nerfs craniens); le corps cellulaire se

21



prolonge par un axone moteur qui sort de la moelle épiniere par la
racine antérieure (ou ventrale) correspondante et qui part, au sein
d’un nerf moteur, innerver un certain nombre de fibres musculaires
délimitant 'unité motrice. Le territoire musculaire regroupant les
unités motrices provenant d’'un étage ou segment médullaire donné
est appelé myotome. Le segment médullaire est décalé par rapport a
la vertebre correspondante, celle-ci siégeant au niveau un segment

plus bas situé.

La composante sensitive afférente va des récepteurs périphériques a

la moelle épiniere.

Des fibres sensitives myélinisées ou non (amyéliniques), partent des
récepteurs spécifiques et se regroupent en faisceaux qui, a leur tour,
forment des nerfs sensitifs. Chaque axone sensitif possede un corps
cellulaire situé dans un ganglion rachidien postérieur (ou DRG, pout
Dorsal Root Ganglia), qui envoie I'information sensitive vers la moelle
via la racine postérieure ou dorsale. Chaque racine correspond a un
territoire cutané en bande, horizontal, ou dermatome. L'ensemble

dermatome/myotome définit le métamere.

Ainsi, de la moelle épiniere a la périphérie, partent, a chaque étage et de

chaque c6té, une branche ventrale motrice et une branche dorsale sensitive

qui en se regroupant forment une racine rachidienne. Il y a 31 paires de racines

rachidiennes (8 paires cervicales, 12 paires dorsales, 5 lombaires, 5 sacrées et

1 coccygienne). Aprés étre sortie de la moelle par le foramen de conjugaison

situé entre 2 vertebres adjacentes, la racine se divise en une branche
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postérieure et une branche antérieure ; chague branche se distribue dans le
métamere, correspondant a la peau et aux muscles postérieurs et antérieurs
respectivement. Les branches antérieures des nerfs dorsaux, au nombre de 12,
ne s’anastomosent pas et forment les nerfs intercostaux. Les branches
antérieures des racines cervicales, lombaires, sacrées et coccygiennes
s’anastomosent entre elles et forment les plexus cervical, brachial, lombaire,
honteux et coccygien. Des plexus, vont naitre des nerfs périphériques
constitués de fibres motrices et de fibres sensitives.

Chez les Mammiferes, il existe une trentaine de paires bilatérales de racines
rachidiennes, émergeant au niveau des espaces intervertébraux du rachis. Les
nerfs rachidiens sont tous de nature mixte (composante sensitive et motrice).
Les nerfs craniens, a la différence des nerfs rachidiens n’émergent pas de la
moelle épiniere, mais directement du SNC et sont au nombre de 12 paires. Si
certains d’entre eux sont de type mixte (sensitifs et moteurs, comme les nerfs
rachidiens), d’autres sont purement sensitifs (I, Il et VIII) ou purement moteurs

(11, 1V, VI et XI).

Le systéeme nerveux végétatif comporte deux voies qui s’antagonisent

mutuellement: le systeme nerveux orthosympathique et le systeme nerveux
parasympathique. Le premier permet de mobiliser I'organisme dans des
conditions de stress par augmentation de l'afflux sanguin et des rythmes
cardiaque et respiratoire, via la libération de noradrénaline au niveau
synaptique. Le second assure le maintien des fonctions vitales a I'état basique,
le neurotransmetteur associé étant I'acétylcholine.

Le systéme nerveux végétatif (ou autonome) comporte des fibres afférentes et
efférentes assurant l'innervation des visceres (péristaltisme du tube digestif,

rythme cardiaque et respiratoire,...), du systeme vasculaire (vasomotricité qui
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correspond a la constriction et la dilatation des vaisseaux) et de certaines

structures de la peau (sécrétions glandulaire). Ce systeme complexe comporte

des récepteurs viscéraux sensibles a leur mobilisation et leur distension.

Les fibres afférentes transmettent les informations au SNC:

» Les fibres viscérales (fibres nociceptives de type C partant des
intestins, de la vessie, du pharynx, de l'cesophage, de la
trachée,...) rentrant dans la constitution des nerfs sympathiques
viscéraux.

» Les fibres pariétales (fibres nociceptives partant des feuillets
péritonéaux, pleuraux, péricardiques et des organes

rétropéritonéaux).

Les fibres efférentes du systeme nerveux végétatif sont constituées
de 2 neurones reliés par une synapse dont la localisation anatomique
dépend du systeme. Dans le systeme orthosympathique, le relais est a
distance de l'organe a innerver, dans les ganglions rachidiens
végétatifs paravertébraux, prévertébraux et préviscéraux; dans le
systeme parasympathique le relais s’effectue au voisinage de la paroi

des visceres.
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Figure 1: Schema de la moelle épiniére avec les composants moteurs, sensitifs et autonomes du

systeme nerveux périphérique (d’apres I’Atlas de Neurosciences humaines de Netter).
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2) Architecture des nerfs périphériques

Un nerf périphérique est constitué d’'un ensemble de fascicules au sein
desquels se distribuent les fibres nerveuses (I’axone et ses cellules de Schwann

satellites).

Le fascicule est limité par le périnevre constitué de couches de cellules
périneurales de type fibroblastique séparées par des faisceaux de collagene.
L’endoneévre correspond au tissu conjonctif intrafasciculaire. La moitié de la
surface fasciculaire est occupée par les fibres nerveuses elles-mémes. Le reste
est composé d’une matrice de collagene de type |, de fluides endoneuraux, de
fibroblastes et de rares mastocytes et macrophages. Les fascicules nerveux se
rassemblent dans un tissu conjonctif lache appelé I'épinévre qui assure la
fixation et le glissement du nerf avec les structures de voisinage. Il contient le
réseau vasculaire et lymphatique. A I'extrémité proximale, 'endonévre du nerf
fusionne avec celui de la racine, tandis que I'épinévre fusionne avec la dure-
mére. A I'extrémité distale, le périnévre s’amincit et entre en continuité avec
les capsules des organes sensoriels. En revanche, il s’interrompt avant la

jonction neuromusculaire, laissant un court espace ouvert.
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S ENDONEVRE
TN FIBRES NERVEUSES

Figure 2: Architecture des nerfs périphériques: Représentation schématique d'une coupe
transversale d’un nerf rachidien (d’aprés le cours d’histologie du Pr Daniel Balas, Université Sophia
Antipolis, Nice).

Quant a l'organisation longitudinale, le nombre et la distribution des fascicules
varient en permanence tout au long du nerf du fait de fusions et d’échanges de
rameaux anastomotiques entre eux. Un nerf peut contenir de 1 a 100
fascicules. Les fascicules sont plus nombreux dans les régions proximales et
tendent a fusionner dans les régions distales. Cette organisation joue un role
important dans la distribution des fibres nerveuses. Dans les régions
proximales, celles-ci se répartissent au hasard et un fascicule contient des
fibres destinées a plusieurs branches de division. Les fibres destinées aux
branches de division proximales tendent cependant a se grouper en périphérie.
Distalement, la proportion de fibres destinées a une branche de division croit
d’autant plus qu’on s’approche de la division et le rameau ne s’individualise

que peu avant son émergence du tronc du nerf.
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3) Aspects fonctionnels et structuraux des fibres myélinisées

Au sein du systéme nerveux, les neurones véhiculent des informations le long
de leur axone et les transmettent a d’autres neurones via les synapses. Ces
informations sont codées sous forme de dépolarisations stéréotypées de la
membrane plasmique, appelées potentiels d’action (PA).

Les neurones sont des cellules hautement différenciées dont I'organisation
stéréotypée comprend tout d’abord un corps cellulaire ou soma, avec des
dendrites. C’est au niveau de ces dernieres que les neurones recoivent des
informations, la morphologie et la taille des dendrites influengant la capacité
d’intégration des neurones. Le corps cellulaire est poursuivi par un segment
initial au niveau duquel sont générés les PA.

La différence de concentration ionique de part et d’autre de la membrane
axonale (excés de charges positives a I'extérieur) génére une différence de
potentiel négative de -70 mV, dite potentiel de repos. Ce potentiel résulte de
I’équilibre entre la diffusion passive des ions (Na+, K+, Cl-, Ca++) et le
mouvement actif de pompes membranaires. Le potentiel d’action ne se produit
gue lorsqu’une forte dépolarisation de la membrane survient (diminution de la
différence de charge inférieure a -40 mV) suivant la loi du tout ou rien. Le
sodium péneétre alors brievement dans I'axone. C’est la phase ascendante. Tres
rapidement, une sortie de potassium survient et le potentiel retourne a la
normale (phase descendante). Pendant cette période, I'axone devient
inexcitable (période réfractaire absolue). Elle est suivie d’une période
réfractaire relative correspondant a une hyperpolarisation transitoire de la
membrane ou seule une stimulation supraliminaire peut induire un potentiel

d’action. Linversion des charges de part et d’autre de I'axolemme, localisée a
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I’endroit ou est généré le potentiel d’action, crée une différence de potentiel
avec les régions avoisinantes, qui permet la propagation de I'influx nerveux par
contiguité. La période réfractaire absolue empéche la propagation rétrograde

de l'influx.

Potentiel d'action
35mVv -~

0mv A Dépolarisation
Repolarisation

-50 mV

Potentiel de membrane

\ m—

70 mV

: ~
Potentiel de repos Hyperpolarisation

Temps (msec) %‘

Figure 3: Représentation des différentes phases d’'un potentiel d’action (d’aprés Chantal Proulx,

Cours Pharmacie.com.).

Afin d’augmenter la vitesse de I'influx nerveux, qui représente un enjeu majeur
lorsque la taille de I'organisme est importante - ce qui est le cas notamment
chez les Vertébrés - I'évolution a sélectionné la myéline. Les axones sont
myélinisés par des cellules gliales: les cellules de Schwann (CS) dans le SNP, et
les oligodendrocytes (OL) dans le SNC. Ces cellules générent une gaine isolante
autour de I'axone. Les PA sont alors générés au niveau de zones spécialisées,
entre deux CS adjacentes: les nceuds de Ranvier. Le message nerveux est alors

conduit sur un mode saltatoire, tres rapide, d’un nceud de Ranvier au suivant.
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La gaine de myéline correspond a I'empilement de multiples couches de
membrane plasmique gliale formée par enroulement des CS autour de I'axone,

sa composition est donc essentiellement lipidique.

Figure 4: Ultrastructure d’'une fibre myélinisée du systeme nerveux périphérique chez une souris
agée de quatre jours, au microscope électronique a transmission (d’aprés (1)).

Une des principales caractéristiques qui distingue la myéline des autres
membranes biologiques est sa trés forte teneur en lipides (70-80%) par rapport
a celle en protéines (20-30%). C’est de cette propriété que lui vient sa fonction

d’isolant électrique permettant une conduction saltatoire de I'influx nerveux.

La gaine de myéline présente une composition particuliere qui lui est propre:

Le cholestérol représente environ 20 a 30% des lipides totaux. Les
phospholipides comportant de I'éthanolamine et de la choline, ainsi que les
sphingolipides (monogalactosylsphingolipides avec cérébrosides Gal-C) sont

particulierement nombreux dans la myéline périphérique.
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La composition en acides gras est aussi particuliere dans la myéline, comparée

aux autres membranes biologiques. L’acide oléique (C18) est majoritaire. On

peut noter aussi une forte proportion en acides gras a trés longue chaine

carbonée (20 a 24 atomes de carbone), la plupart d’entre eux entrant dans la

composition des sphingolipides (Gal-C).

Au niveau internodal, elle est essentiellement de type compact, c’est-a-dire

qgue cette zone de la CS est dépourvue de cytoplasme et que les couches

membranaires adjacentes forment des contacts autotypiques étroits, via des

interactions entre des protéines membranaires spécialisées (cf Fig. 4). A ce

niveau, I'espace extracellulaire est de I'ordre de 2nm.

La protéine majoritaire dans la myéline du SNP est PO, qui est codée
par le gene Mpz et qui représente 50% des protéines de myéline (cf
Fig. 6). C'est une protéine transmembranaire de 30kDa qui comprend
un domaine de type Immunoglobuline glycosylé, une hélice a
transmembranaire et un court domaine cytoplasmique (2). Elle forme
des tétrameres interagissant de facon homotypique avec les
protéines PO de la couche membranaire adjacente, via leur domaine
extracellulaire de type immunoglobuline (lg). Des mutations de la
portion extracellulaire ont été décrites dans des neuropathies
démyélinisantes et ont pu étre analysées en détail par cristallographie
(3). Le domaine extracellulaire porte un unique site de N-
glycosylation. Le glycane correspondant porte ['épitope HNK-1
commun a plusieurs protéines d’adhérence (4). Ce domaine
contribuerait a la formation des lignes mineures intrapériodiques de

la structure multilamellaire, en accollant les feuillets exoplasmiques
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via des interactions électrostatiques et hydrophobes. Le court
domaine cytoplasmique de PO, tres basique, participerait a la
formation des lignes périodiques denses en accollant tres étroitement
les feuillets endoplasmiques via des interactions électrostatiques avec
les phospholipides chargés négativement. Des expériences
d’inactivation du gene Mpz ont montré que la protéine PO est
essentielle dans la spiralisation des CS, la compaction de la myéline,

sa maintenance ainsi que l'intégrité des axones myélinisés (5).

Les protéines MBP sont de petites protéines qui possedent un fort
pourcentage d’acides aminés basiques, ainsi, chargées positivement,
et qui représentent une part importante des protéines cytosoliques
de la myéline compacte. Elles sont synthétisées dans les OL comme
les CS. Les protéines MBP présentent un polymorphisme important di
notamment a un épissage alternatif. Elles sont localisées contre le
feuillet endoplasmique de la membrane des CS et participeraient tres
probablement a l'accollement de deux feuillets adjacents via des
interactions électrostatiques, a I'instar du domaine cytoplasmique de
la protéine PO. MBP a été décrite comme une protéine
multifonctionnelle interagissant avec de nombreuses molécules
polyanioniques, non seulement avec les lipides membranaires mais
aussi avec des protéines du cytosquelette comme I'actine, la tubuline
et la clathrine (6). MBP fait I'objet d’une régulation multiple
s’exergcant notamment via des modifications post-traductionnelles qui
modifient sa charge électrique globale. Le gene MBP est sous la
dépendance d’enhancers différents dans les OL et les CS (7). MBP est

situé dans un locus beaucoup plus large appelé Golli-MBP (8). Ce locus
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contient deux sites d’initiation de transcription, du fait d’'un systeme
de promoteurs alternatifs: le premier qui permet la synthése des
protéines MBP et le deuxieme, situé plus en amont qui permet la
synthése des protéines Golli, ces derniéres n’étant pas des protéines

de myéline.

e PMP22 est une autre protéine membranaire de la myéline compacte
qui contient en revanche 4 domaines transmembranaires
représentant 2 a 5% des protéines de la myéline du SNP. Des
expériences de knock-out chez la souris ont montré que PMP22 était
impliqué dans l'initiation de la myélinisation, la détermination de

I’épaisseur de la gaine, ainsi que sa stabilité (9).

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

zones de myéline non compacte.

Les incisures de Schmidt-Lanterman sont des canaux de cytoplasme se mettant
en place lors de la formation de la gaine de myéline, assurant ainsi I’existence
d’une voie de diffusion hélicoidale reliant la zone périaxonale de la cellule gliale
avec sa région périnucléaire. Il existe d’autres zones de myéline non compacte
au niveau des fibres myélinisées: les boucles paranodales, correspondant aux
extrémités latérales des couches membranaires internodales et formant des
saccules cytoplasmiques interagissant entre eux et avec I'axone, ainsi que les
microvillosités, prolongements membranaires de la CS recouvrant I'axone au
niveau nodal. Au niveau de la myéline non compacte, les espaces
extracellulaires sont de 'ordre de 12-14nm.

Les CS forment également de nombreuses jonctions autotypiques au niveau

des zones de myéline non compacte.
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Le premier type de jonctions observées sont des jonctions dites
adhérentes (10). Elles sont basées sur l'interaction homotypique des E-
cadhérines, molécules dépendantes du calcium. Les E-cadhérines
(Epithelial cadhérines) sont une superfamille de protéines
transmembranaires d’adhérence, calcium-dépendantes. Les E-cadhérines
sont constituées d’une région aminoterminale extracellulaire (divisée en
cing domaines dont la plupart possedent des sites de liaison au calcium),
d’'un domaine transmembranaire, et d'une région carboxyterminale
intracellulaire  responsable d’interactions avec des protéines
cytoplasmiques. Au niveau intracellulaire, la E-cadhérine interagit avec la
B-caténine qui la connecte au cytosquelette, et plus particulierement aux
filaments d’actine. Il a été montré que les membranes paranodales des
CS devenaient désorganisées dans un milieu ne contenant pas de
calcium, suggérant un rble possible de ces protéines dans I'organisation
de cette région (11). Des expériences utilisant des anticorps spécifiques
ont ensuite montré qu’il s’agissait de glycoprotéines d’adhérence
majoritaires au niveau de la myéline non compacte (10). Les E-
cadhérines apparaissent comme étant des constituants majeurs du

réseau cytoplasmique des CS, déterminant ainsi leur polarisation.

Le deuxieme type de jonctions présentes a ce niveau de la myéline
correspond aux jonctions serrées (12), qui favorisent I'existence de
domaines membranaires spécialisés en limitant la fluidité de la
membrane, et assurant ainsi la séparation entre myéline compacte et
non compacte. Elles assurent également une perméabilité sélective aux

molécules. Les protéines impliquées dans ces jonctions sont les
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claudines, protéines membranaires intégrales a quatre domaines
transmembranaires. La claudine-1 est localisée dans les boucles
paranodales et la région périaxonale, alors que la claudine-5 est

retrouvée dans les incisures de Schmidt-Lanterman (13).

Le dernier type de jonctions autotypiques observées sont les jonctions
communicantes localisées au niveau des incisures et des boucles
paranodales (12). Elles sont composées de deux connexons formant un
canal entre les deux compartiments cytoplasmiques adjacents, favorisant
les échanges d’ions et de diverses molécules de faible poids. Chaque
connexon est un ensemble de six connexines, majoritairement la
connexine 32 et la connexine 29, pour les jonctions communicantes au
niveau des CS (14). La connexine 32 n’était pas connue pour jouer un réle
dans la myélinisation du SNP avant qu’elle ne se révele impliquée dans
des formes de neuropathies de Charcot-Marie-Tooth liées a I'X. La
connexine 32 est une protéine possédant 4 domaines hydrophobes
transmembranaires. Du fait de sa localisation au sein de la myéline non
compacte et notamment au niveau des incisures de Schmidt-Lanterman,
il a été montré que les jonctions communicantes formées assurent une
voie de diffusion radiale directe au travers de la structure
multilamellaire, contrairement a la voie beaucoup plus longue qui
emprunte les canaux cytoplasmiques. Ces voies de diffusion auraient
pour role d’assurer une homéostasie ionique dans le cytoplasme des CS.
La connexine 32 pourrait aussi assurer une communication entre I'axone
et les CS. Le gene codant la connexine 32, Gjbl, produit 2 transcrits

alternatifs qui different par leur zone 5’ non traduite, et qui sont I'objet

35



d’une régulation tissu-spécifique par un systeme de promoteur alternatif

(15).

La premiére molécule impliquée dans ces interactions lors de la
formation de la gaine est la protéine MAG (Myelin Associated
Glycoprotein). On la retrouve au niveau de la membrane périaxonale des
CS, des boucles paranodales et des incisures de Schmidt-Lanterman, ce
qui en fait une protéine spécifique de la myéline non compacte. La
portion amino-terminale extracellulaire de MAG comporte cing
domaines immunoglobuline-like (16). Elle se fixe a des gangliosides
spécifiques portés par la membrane axonale, participant probablement a
I'adhérence des CS myélinisantes a l'axone (17). D’autres études
suggerent que le premier domaine Ig-like montre de fortes similitudes
avec le domaine de liaison a I’acide sialique des sialoadhésines (18). MAG
pourrait aussi jouer un roéle dans la transduction de signaux dans les CS.
Du fait d’'un épissage alternatif, 2 isoformes de MAG sont produites, L-
MAG et S-MAG, différant uniqguement par leur portion carboxy-terminale
(19). L-MAG est localisée uniquement au niveau de la membrane
périaxonale ou elle pourrait jouer un role de signalisation comme
I’attestent ses interactions avec de multiples protéines cytoplasmiques
telles que S-100B (20) et la phospholipase C y (21). S-MAG, elle,

remplirait une fonction structurale propre a la myéline non-compacte.

La périaxine est une protéine de la myéline non-compacte du SNP, de
170kDa, située proche de la membrane périaxonale des CS, (22) qui
possede 2 isoformes générées par un épissage alternatif: la L-périaxine et

la S-périaxine (23). Des mutations induisant une perte de fonction ont
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été décrites dans des neuropathies démyélinisantes (24). Le domaine
commun aux deux isoformes aurait une conformation similaire aux
domaines PDZ. Les domaines PDZ sont des domaines modulaires qui
reconnaissent et se lient a la partie carboxyterminale de leurs cibles. La
périaxine pourrait interagir avec le domaine cytoplasmique de
récepteurs au glutamate (25). Des expériences sur des souris inactivées
pour la périaxine ont montré que cette protéine jouait un réle non pas

dans son développement mais dans sa stabilisation (26).

Enfin, les CS interagissent avec une lame basale qu’elles produisent elles-

mémes. Elles expriment notamment des récepteurs aux laminines, protéines
trimériques correspondant au constituant majeur de la lame basale. L'un de ces
récepteurs aux laminines est le dystroglycane, molécule transmembranaire

interagissant au niveau intracellulaire avec DRP2 et la Périaxine (27).
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4) Organisation de la région nodale

Les nceuds de Ranvier correspondent a une zone d’interruption de la gaine de
myéline entre deux CS myélinisantes adjacentes. La région nodale axonale
possede une structure moléculaire particuliere, lui permettant d’assurer
I’existence des flux d’ions transmembranaires nécessaires a la propagation
saltatoire du message nerveux. Au niveau nodal, on retrouve en effet une forte
concentration de canaux Na+ voltage-dépendants, dépassant les 1200/pum?2
(29). Ce sont des complexes multimériques composés d’une sous-unité a
formant le pore du canal proprement dit et d’'une sous-unité B (30). Ces
dernieres modulent lI'ouverture du canal et jouent le rbéle de molécules
d’adhérence via leur domaine immunoglobuline extracellulaire. D’autres types
de canaux ioniques sont présents comme les canaux potassiques. On retrouve
a ce niveau un enrichissement en pompes Na+/K+ ATPase, permettant le
maintien de la fonction physiologique du nceud (1). D’autres molécules ont
également été caractérisées au niveau de la région nodale: des molécules
d’adhérence CAM, la Nr Cam et la Neurofascine 186, et des molécules du
cytosquelette comme I'ankyrine G et la spectrine B IV. Ces molécules forment
un réseau complexe en relation avec les canaux Na+, nécessaire a la

localisation nodale de ces derniers (31).
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5) Contacts axogliaux au niveau des fibres myélinisées

Les contacts axogliaux désignent les zones de jonction entre les axones et les
cellules gliales. Dans le SNP, ces contacts ont lieu au niveau nodal et internodal.
Les internoeuds représentent 99% des zones d’interaction entre axones et CS.
L’interaction gliale y est uniformément répartie avec une séparation de 15nm
entre la membrane plasmique de la CS et I'axolemme. Le candidat proposé
pour médier cette interaction est la protéine MAG. Cette derniére est
également connue pour favoriser la remyélinisation via ce type d’interaction
(32). Dans le SNP, il existe de plus 2 structures spécialisées au niveau de
I’axone, liées a la présence des zones de myéline non-compacte: le juxta-
mésaxone et la juxta-incisure. Le mésaxone interne est en continuité avec la
spirale paranodale. On retrouve au niveau du juxtamésaxone MAG, la
Neurofascine, et parfois la Connexine 29 sur la membrane gliale, tandis qu’on
observe Caspr (contactin-associated-protein, qui appartient a la famille des
neurexines) et la contactine a la surface axonale, flanquée de chaque c6té par
Caspr2, Tagl (transiently-expressed-axonal-glycoprotein-1) et des canaux K+
(29). La juxtaincisure est une structure en anneau reproduisant I'organisation

moléculaire des incisures de Schmidt-Lanterman (1).
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B) Développement des cellules de Schwann

1) Les cellules de Schwann sont originaires des crétes neurales, et leur

survie et leur maturation dépendent de signaux axonaux
a) Les cellules de Schwann
Lors du développement des nerfs périphériques, les cellules des crétes neurales
générent les CS myélinisantes et non-myélinisantes (33), qui vont s’associer aux
axones de large et de faible diametre respectivement. Il existe des étapes

intermédiaires dans la différenciation des CS (34) (cf Fig. 8).

Les cellules des crétes neurales se différencient d’abord en précurseurs de

cellules de Schwann (PCS) a E12-13 chez la souris (la gestation chez la souris

dure 19 jours). On retrouve donc déja des cellules gliales précoces au sein des
nerfs embryonnaires lors de leur croissance. Les nerfs correspondent a ce stade
a un ensemble d’axones compacts étroitement associés a des PCS, et sont
dépourvus de tissu connectifs protecteurs, et de vascularisation, qui se mettent
en place plus tardivement, aprés que ces premiers aient atteint leur cible (35).
Les PCS ne sont pas nécessaires a la croissance axonale, mais assurent diverses
autres fonctions: ils servent de sources aux CS que I'on retrouve au niveau des
nerfs en période périnatale, de support trophique pour les axones, et sont
essentiels pour que leur fasciculation ait lieu correctement (36). Enfin, ils sont
peut-étre a |'origine de la petite population de fibroblastes observée au niveau

des nerfs périphériques.
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La seconde étape correspond au passage, vers E15, des PCS a |'état de cellules

de Schwann immatures (ISC), dont le devenir myélinisant ou non-myélinisant

n‘est pas encore définii Au méme moment, diverses modifications se
produisent au niveau du nerf, dont le phénomene de vascularisation ainsi que
la mise en place de la couche cellulaire externe, nommée perineurium. Au
niveau des cellules gliales, on observe une évolution coordonnée de
I’expression génique et de la réponse aux signaux de survie et de prolifération.
Les ISC possedent notamment la capacité de mettre en place une voie
autocrine de signaux de survie. Le passage d’une dépendance a des signaux
paracrines de survie axonaux pour la survie des PCS, permettant d’ajuster leur
nombre, a un mode de survie autocrine est sans doute un des éléments
majeurs pour permettre la survie des CS dans le cas de lésion et
dégénérescence des axones. Ce phénomeéne assure notamment la possibilité
de réparation et remyélinisation apres régénération axonale. Parmi les facteurs
controlant la transition entre PCS et ISC, AP2a et I'endothéline sont connus

comme étant des facteurs inhibiteurs.

Le devenir post-natal des ISC dépend des caractéristiqgues des axones auxquels

elles s’associent de facon aléatoire, le processus de myélinisation s’activant

dans celles interagissant spécifiquement avec un axone isolé de fort diametre
(>1um). La différenciation en cellules myélinisantes et non myélinisantes est un
processus lent qui commence durant la période périnatale et se déroule en
plusieurs semaines.

Les cellules myélinisantes vont subir de profondes modifications
morphologiques et biochimiques durant cette phase. Elles vont en effet
synthétiser des lipides pour produire la membrane qui va s’enrouler autour de

I’axone pour former la gaine de myéline. Elles vont également activer les genes
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dits de myéline, comme Mpz, PMP22 ou MPB, afin de produire les facteurs
permettant de stabiliser et compacter cette gaine. Cette activation va étre
suivie de la baisse d’expression d’autres génes, tels p75, GFAP, la NCAM ou la
L1 CAM, qui sont exprimés dans les ISC et les CS non myélinisantes.

Les facteurs de transcription favorisant la transition vers un devenir myélinisant
sont Brn2, SKI, Oct6, puis Krox20 et les Nabs, inhibant la prolifération et étant
nécessaires a I'expression des genes de myéline. Cette transition est également
contrélée par des facteurs extrinseques aux CS, certains la promouvant,
comme la Neuréguline 1, le GDNF, des IGF, la progestérone ou encore la
laminine. D’autres facteurs vont au contraire I'inhiber, comme Notch ou les
TGFB, qui favorisent respectivement la prolifération et la mort cellulaires des
cellules gliales en différenciation (33).

Outre |'aspect moléculaire, les cellules de la voie de différenciation des
Schwann présentent des rapports divers avec leur environnement. Ainsi, si les
cellules des crétes neurales présentent des capacités migratoires, les PCS
comme les ISC sont intimement associés a des axones, état caractéristique des
cellules gliales. De plus, les PCS et les cellules des crétes neurales présentent
des réponses tres différentes aux facteurs de survie. Concernant les PCS et les
ISC, seules ces dernieres présentent une lame basale et sont aptes a assurer
leur propre survie via des signaux autocrines, les PCS nécessitant la présence de
signaux paracrines.

Le processus de différenciation vers la voie myélinisante est donc un
phénomeéne extrémement régulé et nécessite un dialogue complexe entre les
CS et leur environnement. |l est intéressant de noter que les cellules des crétes
neurales, les PCS, et les ISC proliferent rapidement in vitro, et que seule |'étape
finale de différenciation est corrélée avec une sortie du cycle cellulaire. En cas

de dédifférenciation des cellules matures, celles-ci se remettent a proliférer
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(37). L'un des caractéres des CS est donc leur grande plasticité, maintenue tout

au long de leur voie de différenciation.

Myelinating
Schwann cell

Pro-myelin
Schwann cell

Neural crest Schwann cell Immature Non-myelinating
cell precursor Schwann cells Schwann cell

Figure 8: Le lignage des cellules de Schwann.

Illustration schématique des principaux types cellulaires et des transitions développementales. Les
fleches en pointillés indiquent le caractere réversible des transitions. Durant le développement
embryonnaire, 3 types cellulaires se succédent: les cellules des crétes neurales, les précurseurs des
cellules de Schwann, et les cellules de Schwann immatures. Les transitions finales générent des
cellules de Schwann myélinisantes et non-myélinisantes (d’aprés (34)).

b) Les signaux régulant la survie et la différenciation des cellules de

Schwann

Les transitions entre chaque étape du développement des CS sont
dépendantes de signaux médiés par des facteurs de survie, des mitogenes et
des facteurs de différenciation émis par I'axone, avec lequel interagissent les
cellules gliales (38). Certains signaux ont déja été évoqués plus haut et seul le
signal majeur pour le développement des CS sera véritablement développé ici.

La Neuréguline 1 axonale apparait comme jouant un role prépondérant dans le

processus de myélinisation. Il existe plus de 15 isoformes de Neuréguline 1. La
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présence du domaine EGF suffit a la Neuréguline 1 pour assurer ses fonctions
biologiques via sa fixation sur les récepteurs membranaires ErbB. Les formes
transmembranaires de la Neuréguline 1, subissant un clivage protéolytique au
niveau juxtamembranaire sont les plus répandues dans le SNP. Ce clivage induit
la libération des isoformes | et Il de la Neuréguline 1, qui correspondent donc a
un signal paracrine. L'isoforme lll, la plus active lors du développement des CS,
possede un second domaine transmembranaire, qui la maintient ancrée dans la
membrane axonale aprés clivage. Il s’agit donc cette fois d’un signal juxta-
paracrine. La Neuréguline 1 interagit avec les récepteurs ErbB3 et ErbB4 et leur
co-récepteur ErbB2 . L'interaction prédominante pour la différenciation et la
survie des CS est celle de 'isoforme Ill de la Neuréguline avec le couple ErbB3-
ErbB2 exprimé par les CS. Chez les mutants affectant la voie de signalisation de
la Neuréguline 1, les PCS et plus tardivement les CS sont absents ou présents
en tres faible nombre au niveau des nerfs spinaux (39). La Neuréguline 1 est
nécessaire a la migration des cellules des crétes neurales depuis les DRG vers
les nerfs spinaux, ce qui peut jouer un réle dans les phénotypes observés au
niveau de ces nerfs. Cela reflete également le role probable de la Neuréguline 1
en tant que facteur de survie sécrété par les axones et mitogene pour les PCS.
La Neuréguline 1 est un facteur de survie essentiel pour les PCS in vitro, dont
elle stimule de plus la prolifération. L'expression de la Neuréguline 1 au niveau
des DRG et des neurones moteurs est compatible avec ce réle in vivo, car cette
expression est observée au stade ou les PCS colonisent les axones. La survie des
PCS dépend de la Neuréguline 1 in vivo et la présence de ce facteur suffit a
endiguer le processus de mort cellulaire affectant les PCS en cas d’induction
d’une perte axonale. Des résultats comparables ont également été observés
dans le cas des CS plus différenciées. Par ailleurs, ce facteur favorise le

processus de différenciation des PCS et la prolifération précédant Ia
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myélinisation. La Neuréguline 1 est donc impliquée dans la génération, la

prolifération et la survie des CS. Elle semble promouvoir la myélinisation et

I'accroissement de [’épaisseur de la gaine de myéline de facon dose-

dépendante (40). Enfin, la voie de signalisation de la Neuréguline 1(41) semble

jouer également un réle important pour la différenciation correcte des CS non-

myélinisantes, dont le développement et la fonction sont altérés chez les

mutants pour l'isoforme Ill de la Neuréguline 1 ainsi que chez la souris

exprimant un dominant négatif du récepteur ErbB4.
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Figure 9: Les différentes isoformes de la Neuréguline 1: disposition membranaire et signalisation

(d’apres (41)).
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2) Les différentes étapes de la myélinisation

a) Mécanismes moléculaires préparant a la myélinisation

A E18 chez le rat (environ E16 chez la souris), les nerfs consistent en des
faisceaux d’axones interagissant avec des cellules gliales, séparés par du tissu
conjonctif contenant des fibroblastes endoneuraux et des vaisseaux sanguins.
Cette organisation correspond globalement a celle que 'on retrouve chez les
adultes. Les ISC entourent alors en commun des groupes d’axones et la
myélinisation débute quelques jours plus tard, a la naissance pour le rat et vers
E18,5 pour la souris. Cette évolution nécessite un tri radial, c’est-a-dire un
processus qui va permettre de passer a une interaction 1:1 entre cellules gliales
et axones. Le nombre de CS est en parallele régulé par des signaux de mort et
de survie, et un certain nombre de signaux limitant une myélinisation

prématurée sont également présents.

Le tri radial est un phénomene qui se poursuit apres la naissance, les CS
ségrégeant progressivement des groupes de cellules gliales ou elles se
trouvaient pour s’associer a un unique axone de large diamétre (stade pré-
myélinisant), formant une interaction 1:1 stable caractéristique du stade pro-
myélinisant. Les mécanismes moléculaires impliqués sont encore mal connus,
mais ce processus est perturbé chez les mutants pour la laminine 2 ou
I'intégrine B1, sous-unité des récepteurs a la laminine exprimés par les CS (42).
La laminine 2 et la laminine 8 possedent un réle important dans la
myélinisation et la défasciculation des neurones du SNP et semblent de plus

appartenir a la voie contrbélée par la Neuréguline (43). La défasciculation est
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également altérée chez les mutants claw paw, ou le gene Lgi4, codant

normalement une protéine sécrétée, subit une perte de fonction (44).

Paralléelement a ce phénomeéne, il est important de réguler le nombre de CS

pour qu’il soit ajusté au nombre d’axones, et ce, par des sighaux de survie ou

de mort cellulaire pour les CS.

Les axones eux-mémes controlent de facon importante la prolifération
des CS in vitro et la perte de contact des CS avec les axones en cas de
section de nerfs chez les animaux nouveaux-nés limite beaucoup leur
prolifération in vivo. La Neuréguline 1 est un mitogene pour les CS in
vitro mais ce rble n’a pas été clairement caractérisé in vivo. D’autres
mitogenes potentiels sont les TGFB (Transforming Growth Factor B), qui
sont exprimés par les nerfs embryonnaires (45). Enfin, 'interaction des
CS avec les laminines favorise la prolifération dans les nerfs en cours de
développement (43) de méme que les signaux autocrines évoqués

précédemment.

Le nombre des ISC est également controlé par un phénomene de mort
cellulaire durant la période périnatale. Deux types de signaux favorisant
ce processus pour les CS in vivo ont été caractérisés a ce jour. Le premier
est médié par le récepteur aux neurotrophines p75, possiblement apres
activation par liaison au NGF (Nerve Growth Factor) (46). La seconde
implique la voie des TGFp. Il est possible de restreindre I'augmentation
de la mort cellulaire apres section des nerfs de souris chez les nouveaux-
nés, par injection d’anticorps bloquant la voie des TGFP et par délétion

des récepteurs au TGFB dans les CS (45).
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Finalement, il existe plusieurs voies de signalisation actives dans les ISC qui

inhibent leur différenciation et il est nécessaire de supprimer leur action pour

entamer le processus de myélinisation.

La premiére voie implique la signalisation JNK (c-Jun-amino (N)-terminal
kinase), active entre E18 et la naissance, période pendant laquelle elle
est nécessaire pour le relais des signaux Neuréguline et TGFB (47). Cette
voie de signalisation est inactivée dans les CS lors de leur entrée dans le
processus de myélinisation par le biais du facteur de transcription
Krox20, via notamment |'activation de JIP-1. Si l'on bloque cette
inhibition, la voie JNK reste active, la myélinisation dans des cocultures
de neurones et de CS est bloquée, et I'expression des genes de myéline

normalement activée par I’AMPc et Krox20, n’est pas induite.

La seconde voie freinant la différenciation caractérisée a ce jour est celle
du facteur Notch, qui favorise la prolifération des ISC, est qui est
également inhibée lorsque les cellules entrent dans le processus de
myélinisation. La encore, si cette inhibition est levée, la myélinisation n’a

pas lieu.

Parallelement a I'inhibition des voies freinant la myélinisation, il est nécessaire

d’activer des voies pro-myélinisantes impliquant Oct6 et Brn2 (48), Krox20 (49),

et les Nabs, ainsi que PI3K (50), et SKI (51). L'interaction précise entre ces voies

positives et négatives s’avere complexe et est encore mal définie, tout comme
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les voies moléculaires causales qui initient la transition nécessaire a I'entrée en

phase de myélinisation.
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Figure 10: Modification de I'expression de marqueurs moléculaires lorsque les cellules de Schwann
immatures se différencient en cellules de Schwann matures myélinisantes et non-myélinisantes
(d’apres (34)).

b) La formation de la gaine de myéline

La gaine de myéline est formée par I'enroulement progressif de la membrane
plasmique interne des CS autour de I'axone (52). La membrane est ensuite
compactée par élimination du cytoplasme, conduisant a une organisation
multilamellaire. Ces évéenements morphologiques sont marqués par des
modifications d’expression des molécules d’adhérence exprimées par I'axone
et la CS. Notamment la L1-CAM est réprimée lors de la myélinisation. En
revanche, MAG, molécule d’adhérence exprimée par les CS qui favorise

I’association avec la partie internodale de I'axolemme, est trés fortement
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exprimée apres la formation du premier tour et demi de la gaine de myéline
(53).

Durant la période de la synthése active de la myéline, la plupart des
modifications biochimiques observées au niveau du nerf résultent de
I’augmentation rapide de la synthése des composants de la gaine.

On observe notamment chez le rat une forte accumulation de PO entre le jour
5, ou elle représente 3% des protéines purifiées a partir des nerfs sciatiques, et
le jour 22, ou elle représente plus de 15%. L'expression de I’ARNm codant PO
commence vers E18, puis augmente jusqu’au 10eme jour de développement
post-natal environ, ou elle atteint son maximum. Ce taux est maintenu pendant
les 10 jours suivants, correspondant a la phase de production maximale de la
protéine. Celle-ci subit de plus des modifications post-traductionnelles pouvant
jouer un roéle dans sa localisation membranaire, puis dans les interactions
gu’elle développe. En cas de lésion, le taux d’expression du gene Mpz, codant
PO est fortement réduit, accompagnant ainsi le phénomene de
démyélinisation.

Le profil d’expression de ’ARNm et de la protéine PMP22 est comparable a
celui de PO (54). Le profil d’expression de MBP, étudié chez la souris, est
comparable a celui de Mpz chez ce modele, bien qu’il soit |égerement retardé.
Il a été montré que la synthese de la protéine MBP se produisait directement
dans les zones de croissance de la myéline, par traduction localisée de son
ARNm. Il faut noter de plus qu’il existe plusieurs isoformes de MBP et que leur
qguantité relative évolue au cours de la myélinisation, suggérant des fonctions
biologiques distinctes (55).

La connexine 32, qui joue un rble dans le maintien de la gaine de myéline,
pourrait également intervenir lors de sa formation. Elle disparait en effet en

méme temps que les autres protéines de myéline en cas de transection des
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nerfs et est détectée dans les incisures de Schmidt-Lanterman et les régions

paranodales au cours de la remyélinisation (14).

Au regard du roéle isolant de la myéline, reposant notamment sur sa forte
teneur en lipides, il n’est pas étonnant que la synthese de ces molécules soient
I’élément le plus profondément remanié au cours de la myélinisation.

Un des constituants majeurs lipidiques de la myéline est le cholestérol. Il est
synthétisé in situ, et sa biosynthése et son accumulation sont finement
régulées. En effet, ’ARNm codant I'’enzyme limitant de la voie de synthese du
cholestérol, 'HMG-CoA-réductase, est exprimé selon le méme profil que
I’ARNm PO. L’augmentation de cette expression n’est pas directement liée a un
signal de myélinisation, mais a la consommation massive de cholestérol au
niveau de la gaine (56). La plupart des lipides présents au niveau du nerf
sciatique chez la souris, comprenant la sphingomyéline, Gal-C et SGal-C
(galactolipides), ainsi que I’éthanolamine, la sérine et
I'inositoldiacylphosphoglycéride, présentent des profils d’accumulation
similaires a ceux des protéines de structure de la gaine de myéline, avec une
phase d’accumulation lente dans les dix premiers jours, puis une période tres
active, et enfin une réduction du taux d’accumulation. Cependant, les
proportions relatives de ces différents lipides varient au cours des trois phases,
notamment en raison de différences dans la cinétique de leur accumulation au
niveau des membranes. Les galactolipides sont ainsi préférentiellement
accumulés en fin de myélinisation. Si leur role n’est pas encore clairement
caractérisé, on sait néanmoins que leur taux est important dans la gaine de
myéline (entre 15 et 25% des lipides accumulés) et que la déplétion ou la

surexpression chez des souris de I'enzyme qui les synthétise, la céramide

54



galactosyltransférase (CGT), induit une déstabilisation de la gaine et altére sa

fonction (57).

Finalement, le cytosquelette, et notamment les microfilaments, paraissent
également jouer un réle majeur dans ce processus (58). Elle régule en effet la
transduction mécanique du couple actine-myosine en phosphorylant la chaine
légere de la myosine. L’absence de ROCK conduit a la formation par une CS de
plusieurs internoeuds de taille réduite, le processus myélinisant se
fragmentant. Le réle de I'actine au cours de la myélinisation a été montré par
des études de perturbation du cytosquelette a I'aide de cytochalasine D (59).
De faibles concentrations de cytochalasine entrainent I'arrét de I'’enroulement
en spirales de la membrane de la CS autour de I'axone. L’absence de filaments
d’actine fonctionnels induit en effet une inhibition de I'expression des genes
codant les protéines de myéline, d’ou un arrét de la croissance de I’extension
membranaire myélinisante (52). Cela concorde avec le fait que les
microfilaments seraient un des éléments faisant le lien entre régulation du

profil génique des CS myélinisantes et signaux axonaux.

L’épaisseur de la gaine de myéline est également un élément finement régulé,
et il semble dépendant du calibre de I'axone. Le g-ratio est le rapport entre le
diametre de I'axone et de la fibre myélinisée (gaine de myéline plus axone). La
plupart des fibres myélinisées possedent un g-ratio compris entre 0.6 et 0.7, et
ce, quelle que soit I'espece considérée. La Neuréguline est un signal important
pour la régulation de I'épaisseur de la gaine de myéline. Des souris mutantes
pour le gene ErbB2 possedent une gaine de myéline, mais elle est plus fine que
la normale (36). De plus, les souris hétérozygotes Neuréguline 1" possedent

également une gaine de myéline dont |'épaisseur est réduite (60) et la
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surexpression de 'isoforme Ill de la Neuréguline 1 induit une augmentation de
I’épaisseur de la gaine de myéline. La longueur des segments internodaux n’est
en revanche pas affectée dans les différents mutants évoqués, et elle serait
donc établie indépendamment de la voie Neuréguline-ErbB.

D’autres signaux semblent également impliqués dans la régulation de
I’épaisseur de la gaine de myéline. C’'est notamment le cas du BDNF et du
récepteur p75, qui semblent jouer un role régulateur dans les épisodes tardifs
de la myélinisation (61). La surexpression du BDNF par transgénese induit une
croissance a la fois du diametre de I'axone et de I'épaisseur de la gaine de
myéline (62). Par ailleurs, les mutants nuls pour la Périaxine possedent un g-
ratio inférieur aux souris sauvages, montrant [|'’existence d’une
hypermyélinisation, que I'on observe également apres réparation suite a une
lésion des axones. Cela suggere un rble possible de la Périaxine dans la

régulation de I'épaisseur de la gaine de myéline.

La myélinisation apparait donc comme un phénomeéene complexe régulé par un
grand nombre de facteurs. Au cours de ce processus, les molécules
d’adhérence, les canaux ioniques et les protéines cytosquelettiques associées,
précédemment réparties de maniere uniforme le long de 'axone vont se
redistribuer en régions distinctes, aboutissant a la formation des domaines

décrits précédemment.

c) Croissance des axones et segments myélinisés

Certains nerfs périphériques continuent leur croissance alors que la
myélinisation a déja commencé, posant la question du devenir des segments

internodaux lorsque I'axone s’allonge. Dans le modele murin présentant une
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inactivation de la Périaxine, on observe une perte du complexe Périaxine-DRP2-
dystroglycane décrit plus haut. Ceci entraine une perturbation des bandes de
Cajal, canaux cytoplasmiques formés dans la zone abaxonale, et la perte de
capacité pour les CS a s’allonger au cours de I’élongation axonale, d’ou la
formation d’internoeuds plus courts (27). De plus, les microtubules paraissent
désorganisés en |'absence des bandes de Cajal, et les ARNm normalement
relocalisés dans les régions distales des CS (notamment ceux codant MBP) sont
absents, suggérant une altération de la fonction biologique des microtubules. A
ce stade, |'épaisseur de la gaine de myéline n’est cependant pas perturbée,
suggérant 'existence d’'une voie de régulation indépendante. Les bandes de
Cajal jouent donc un réle prédominant dans I'allongement des CS au cours de
la croissance axonale et il est intéressant de noter que dans des nerfs de souris
chimériques contenant approximativement 50% de cellules sauvages et 50% de
cellules mutantes, ces dernieres forment toujours des internoeuds plus courts,

indiquant que la capacité a s’allonger est cellulaire autonome (31, 63).
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C) Réle de Krox20/Egr2 dans le processus de myélinisation

1) Structure et fonction de Krox20

Krox20, appelé Egr2 (Early Growth Response 2) chez 'homme, code une

protéine facteur de transcription a trois doigts de zinc, de 471 acides aminés.

Krox20 est exprimé dans de nombreux tissus (SNC au cours de la segmentation

du tronc cérébral, CS dans le systeme nerveux périphérique, tissu osseux,...).

Il est un élément régulateur central de la myélinisation dans le systeme

nerveux périphérigue (64). En effet, une étude de I'expression du géne Krox20

a été réalisée grace a un systeme de gene rapporteur qui consiste en une
insertion hétérozygote du gene de la B-galactosidase d’E. coli dans la séquence
codante de Krox20, et a montré que son expression était restreinte aux seules
CS myélinisantes. La relation étroite entre myélinisation du SNP et |'expression
de Krox20 a conduit a étudier le role précis de Krox20. Chez les souris
déficientes pour Krox20, |'étude de I'expression de plusieurs genes de myéline
a été étudiée. Les protéines dites tardives de myéline telles PO et MBP voient
leur expression tres fortement diminuée des le niveau transcriptionnel,
contrairement a MAG, dont l|'expression n’est pas modifiée de facon
significative. On assiste, au niveau ultrastructural a une augmentation du
nombre de CS. De plus, I'absence de Krox20 n’altere pas linitiation de la
myélinisation, mais affecte la spiralisation et la compaction aboutissant a la
formation de la gaine, d’'ou un bloquage au stade promyélinisant. Krox20

apparait alors comme un gene jouant un réle central dans la myélinisation en
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activant un certain nombre de genes permettant la différenciation terminale en

CS myélinisantes, ainsi qu’en inhibant leur prolifération.

Des génes cibles de Krox20 ont été identifiés:

Par des études comparatives de transcriptome de CS cultivées en
I’absence de neurones, et infectées alternativement par un virus
exprimant Krox20 et un gene témoin. Les résultats obtenus sur puces,
confirmés par RT-PCR quantitative indiquaient que les genes codant PO,
PMP22, MBP, la Périaxine, la Connexine 32, et MAG sont des genes cibles
de Krox20. Toutefois, le caractére direct de la relation entre Krox20 et
ces cibles n’avait pas été démontré.

L’expression ectopique de Krox20 dans des cultures de CS est ainsi
suffisante pour induire I’expression de plusieurs genes de myéline
(65-66).

De plus de nombreux autres genes intervenant dans le métabolisme
lipidigue sont aussi activés par Krox20, dont 'HMG-CoA réductase,

enzyme limitant pour la synthése du cholestérol.

Par des études menées chez des souris possédant un allele hypomorphe
de Krox20 a l'état homozygote, ayant l'avantage de survivre trois
semaines apres la naissance. Des études comparatives de transcriptome
avec des souris saines ont révélé que I'expression des mémes génes de

myéline décrits plus haut était dépendante de Krox20 (49, 65).
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Pour certains genes cibles de Krox20, tel celui codant la Périaxine, il a été
montré que Krox20 servait seulement a amplifier une activation préalable et
indépendante de sa propre action. Ainsi la Périaxine est déja exprimée en
période postnatale dans des nerfs de souris Krox20"; la Périaxine est aussi
détectée deux jours avant l'apparition de la protéine Krox20 au cours du
développement normal de la souris; enfin le cAMP qui est une molécule
transductrice du contact axonal, peut induire |’expression importante de la
Périaxine en I'absence d’'une augmentation aussi franche de I'expression de
Krox20. Ces résultats nous montrent que les signaux axonaux responsables de
la myélinisation sont seulement partiellement transduits dans les CS par des

voies dépendantes de Krox20 (66).

Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont permis

d’améliorer considérablement |'étude de la régulation des géenes cibles de

Krox20 in vivo, (67) (68) et ont montré que ce dernier controlait directement

leur transcription. En effet pour démontrer cette relation directe, il faut réussir
a identifier des sites conservés de liaison a Krox20, prouver leur corrélation
avec des séquences enhancers requises dans I'expression de ces genes, et enfin
montrer que ces sites de liaison sont occupés in vivo dans les CS au cours de la

myélinisation des nerfs périphériques.

e (’estainsi qu’a été révélé le réle inducteur direct de Krox20 sur
I’expression de Mbp, Mpz, MAG, Gjb1, et de plusieurs genes du

métabolisme lipidique dans les CS myélinisantes (67).

» Dans le cas le plus simple, Krox20 active le géne Gjb1 via sa

fixation au promoteur P2.
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» D’autres génes de myéline sont activés via plusieurs sites de liaison
a Krox20, fréquemment introniques (68). Ainsi Mpz possede deux
sites majeurs de liaison a Krox20 au niveau du promoteur et du
premier intron. L’association de plusieurs sites de liaisons pourrait
faciliter la fixation de I’ARN polymérase Il sur le promoteur. De
plus le site de liaison intronique aurait peut-étre pour effet d’isoler
la régulation du géne Mpz de celle du gene Sdhc codant la
succinate déshydrogénase C, situé seulement a 5kb en amont du

promoteur de Mpz (69).

» Quant a Mbp, il a été montré que Krox20 induisait sa transcription
en se fixant sur un enhancer spécifique aux CS, MbpSCE1 situé a
environ 9kb du site d’initiation de la transcription, et une séquence

localisé dans le premier intron (67) (70).

La ChIP a permis aussi de révéler une colocalisation entre Krox20 et
Sox10, un facteur de transcription exprimé tout au long du
développement des CS, sur la plupart des sites de liaisons. Cette
colocalisation suggere une interaction directe entre ces deux facteurs
(71), avec pour conséquence un effet synergique probable sur la plupart

de leurs cibles.

Il a été montré que Krox20 se fixe sur les promoteurs de nombreux genes
impliqués dans le métabolisme lipidique ; d’autres études ont montré

gue les régulateurs majeurs des genes du métabolisme lipidique, les
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SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Protein), se fixent sur ces
mémes promoteurs, suggérant que les SREBPs et Krox20 interagiraient
mutuellement a ce niveau. De plus une synergie entre Krox20 et SREBP a

été objectivée par des expériences de cotransfection (72).

Si il active la maturation en CS myélinisantes, Krox20 réprime aussi de

nombreux marqueurs associés aux ISC tels Cyclin D1, Cd44, ainsi que d’autres

génes couramment impliqués dans la prolifération cellulaire (Ki67, Rad51) et
dans le maintien de I'état indifférencié (Sox2, Fox D3, Id2), ce qui illustre le
caractere bivalent de ses fonctions (49).

Ainsi, Krox20 déclenche la sortie des CS du cycle cellulaire, condition nécessaire
a leur différenciation terminale en cellules myélinisantes. Cette action est
principalement médiée par I'inhibition du facteur promitotique c-Jun (47).

c-Jun est un facteur qui est activé par phosphorylation, transducteur a la fois
d’agents mitogenes (surtout la Neuréguline 1) et de facteurs de mort cellulaire
(TGFB). L'expression ectopique de Krox20 dans des CS aboutit a une réduction
de la phosphorylation de c-Jun par la c-Jun NH2-terminal Kinase (JNK), associée
a une diminution importante de la prolifération. De plus les effets
antimitotiques liés a Krox20 sont retrouvés en inactivant c-Jun, suggérant que
la grande majorité de |'effet antimitotique de Krox20 est médié par c-Jun.
L’action de Krox20 passe par l'activation d’un facteur inhibiteur de JNK: JIP-1

(JNK-interacting protein-1).

Pour finir, il est tres important de préciser que |'action de Krox20 ne se résume

pas a l'initiation de la myélinisation mais aussi a sa maintenance toute la vie, ce

qui nécessite son expression constante (73). Ainsi, I'inactivation conditionnelle

de Krox20 chez des souris adultes, aprés que le processus de myélinisation ait
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abouti, déclenche une démyélinisation trés rapide (<3 jours) avec invasion
macrophagique. De plus, on assiste a une dédifférenciation des CS en ISC et un
retour a la prolifération, suivi d’'une tentative vaine de remyélinisation, avec
bloguage des CS au stade promyélinisant. La rapidité de la démyélinisation
appuie de nouveau la these selon laquelle Krox20, en plus d’activer le
programme de myélinisation, réprime aussi un programme de démyélinisation
et de dédifférenciation des CS. La maintenance de la myélinisation par Krox20

apparait alors comme un processus trés dynamique et réversible.

Une fonction supplémentaire de Krox20 a été récemment découverte, et

consiste_a _maintenir_la_frontiere entre SNC et SNP, en empéchant, en

I'occurrence, sa transgression par des cellules gliales centrales
(oligodendrocytes et astrocytes) (74). En effet, I'inactivation de Krox20 chez des
souris, ainsi qu’un cas humain de Neuropathie Amyélinisante Congénitale (ou
Krox20/Egr2 n’est pas exprimé dans les CS), aboutit a cette transgression.
Cependant la seule absence de myélinisation, chez des souris porteuses de la
mutation Trembler (mutation faux-sens dans la partie codante de PMP22)
n'altére pas la ségrégation SNP/SNC. Ceci suggére que Krox20 maintient cette
ségrégation indépendamment, et donc en plus, de son action promyélinisante

dans le SNP.
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2) Des mutations ponctuelles de Krox20 ont été identifiées dans des

neuropathies humaines héréditaires

Les neuropathies de Charcot-Marie-Tooth (CMT) sont des neuropathies
héréditaires relativement fréquentes avec une prévalence globale de 1/2500
dans la population générale. Ces neuropathies sont marquées par 'atteinte des
axones et/ou de la gaine de myéline. Les CMT classiques sont associées a une
faiblesse progressive des membres distaux et parfois proximaux. Elles sont
caractérisées par une atrophie musculaire distale symétrique et une faiblesse
des jambes s’étendant ensuite aux mains, les patients pouvant également
développer progressivement une déformation des pieds de type pieds creux
(plus rarement pieds plats). Cependant, si les symptomes apparaissent souvent
durant I’enfance, la progression de la maladie est lente et seul un nombre
restreint de patients perdent leur capacité a se déplacer de facon autonome.
Les DSS et CHN correspondent a des syndromes de survenue plus précoce,
durant I'enfance, et plus séveres, dont l'issue est parfois fatale, avec une
initiation précoce durant la jeune enfance, associée a une faiblesse généralisée

et un développement moteur altéré.

Les CMT classiques sont réparties:

e en formes démyélinisantes (CMT1):

La vitesse de conduction des nerfs est réduite de facon homogene

(<38m/s contre environ 50m/s pour le sujet sain), et tous les nerfs sont

atteints, suggérant une démyélinisation globale plutét que focale. Au
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cours de la progression des symptomes, la vitesse de conduction reste
relativement inchangée, alors que les troubles moteurs s’aggravent,

notamment en raison d’'une perte axonale distale.

en formes axonales (CMT2):

La vitesse de conduction est relativement préservée dans ce type de

neuropathie.

les CMT3 correspondant aux formes dé- ou dysmyélinisantes précoces

(DSS et CHN):

Les DSS et CHN sont des formes tres séveres de CMT. On distingue la
forme hypertrophique DSS- correspondant a une augmentation de la
taille des nerfs, avec la présence d’'une accumulation concentrique de
cytoplasme Schwannien dite « en bulbes d’oignons » autour des axones
hypomyélinisés — de la forme de type CHN, sans « bulbes d’oignons ». La
vitesse de conduction le long des nerfs est généralement trés fortement
altérée, allant de 1 a 10m/s. DSS et CHN different aussi sur le plan
clinique: I'atteinte neurologique débute in utero dans les CHN, avec une
hypotonie périnatale sévere, alors que les DSS se caractérisent par un

intervalle libre avant le début des symptomes.

les CMT4 correspondent a un groupe hétérogéne de formes récessives

de sévérité variable (75) (3).
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Outre l'aspect dominant ou récessif et le caractere plus ou moins précoce de
I’apparition des symptomes, les CMT sont classées en fonction de la vitesse de
conduction des nerfs, de leur état de myélinisation et du locus associé a la
maladie. Parmi les genes dont les mutations sont associées aux CMT, on
retrouve majoritairement des genes impliqués dans la myélinisation comme

PMP22, Gjb1/Cx32, Mpz, Prx ou Krox20.

Demyelinating CMT
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Figure 11: Classification des différentes formes de neuropathies de Charcot-Marie-Tooth avec les
différents génes impliqués (d’apres (76)).
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Type Géne impliqué Locus

Dominant
Démyélinisant
CMT1A PAP22 17pll
CMTIB MPZ 1q22
CMT1C LAITAF lapls
CMTI PGaR2 10g21
CMTIE MPZL 1922
CMTIF NEFL ap2l
Axonal
CMT2A1 Kiviln Ipi6
CMT2A2 MEN2 1pi6
CMIT2ZB RAHT igl3
CMT20 TReVS 12q23
CMT2D GARS Tpls
CMTIE NEFL &p21
CMT2IF HEPBT Tgll
CMT2G RON CORRLE 12q12
CMT2IA MPZ 1g22
CMTIK GDAPI Bq21
CMT2ZL H5PBS 12q24
CMT2M DNM2 19p12
CMT2N AARS l6g22
Intermédiaire
DI-CMWT A ROR Connu 10g24
DI-CMTB DNM2 19p12
DI-CMTC YARS Ip3id
IM-CMTI» MPZ 1922
Récessif
Démyélinisant
CMT4A GDAPI Bq21
CMTAaB1 MTMR2 11g23
CMTAaB2 SBF2 1pls
CMTAC KIAA 1985 H3TC2 5q32
CMTAD NDRG 8q24
CMT4E FOR2 10g21
CMTAF PFRY 19g13
CMT 4G HK] 10g23
CMT4H Fid 12q12
ChWT4 PG 6q21
Axonal
AR-CMT2A LN A 1g21
AR-CMT2H MED23 19gq13
AR-CMTIC GDAPI 8q21
Sans dénomination LRSAM! 9g33
Liéal'X
CMTX] CSB Xql3
CMTX2 HOW COnn Xp22
CMTX3 HOW COnn Xq26
CMTXA HOR COnmm Xq24
CMTX5 PRPS! Xq22

Tableau 1: Classification des maladies de Charcot-Marie-Tooth par type et sous-types en fonction du
mode de transmission de la maladie et des critéres électrophysiologiques. Les génes sont
mentionnés avec la position de leur locus.
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Les genes les plus fréequemment atteints dans les CMT sont PMP22, Mpz, et

Gjb1:

Les altérations du gene PMP22 correspondent a la cause majeure de ces
maladies héréditaires, avec des modifications au niveau du locus de ce
géne retrouvées dans 70% des cas (délétion, mutation, mais aussi
duplication d’une copie du géne). Des souris et des rats transgéniques
possédant des copies surnuméraires de PMP22 placé sous le controle de
son propre promoteur présentent des symptomes similaires a ceux
observés chez les patients présentant une duplication du géne (77). Une
surexpression tres forte du gene dans des modeles de rongeurs induit

de plus une perte quasi-totale de myéline périphérique.

De nombreuses mutations du gene Mpz ont également été retrouvées
chez 'homme et conduisent a des phénotypes de gravité variable.
L'invalidation de Mpz dans des modeles murins induit une importante
hypomyélinisation de leur systeme nerveux périphérique, tandis qu’une

surexpression par transgénese conduit a une démyélinisation.

Des mutations altérant les régions codantes et non codantes de Gjb1, le
géne codant la Connexine 32, ont par ailleurs été caractérisées chez des
patients souffrant d’une forme de CMT, nommée CMT1X, fréquemment
observées. Les modeles murins d’invalidation de Gjb1 développent des
symptdmes similaires a ceux observés chez les patients atteints de

CMT1X, avec une démyélinisation progressive du SNP.
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Le fait que diverses mutations d’un méme géne conduisent a des maladies de
type différent ou que l'altération de 2 genes différents conduise au méme
phénotype complexifie la classification des CMT, et les sous-classes principales
sont plutot basées sur des données cliniques (avec le mode de transmission),

électrophysiologiques et histologiques.

L'importance du rbéle de Krox20/Eqgr2 dans le processus de myélinisation a été

confirmé par [lidentification chez I'homme, de plusieurs mutations,
majoritairement dominantes chez des patients atteints de Neuropathies
Hypomyeélinisantes Congénitales (CHN), Syndrome de Dejerine-Sottas (DSS) et
Charcot-Marie-Tooth de type 1 (CMT1)(78-80) (cf Tab. 2).
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Mutation Transmission Phénotype
ADNc Protéine
R409W Substitution dans
c.1225C>T le troisieme doigt de zinc AD CMT1 familiale
(80)
R359Q
Substitution dans I'hélice CMT1 typique d'allure
¢.1076G>A alpha du premier doigt de AD progressive, avec scoliose et sans
zinc atteinte des nerfs craniens
(81)
c1142G>A R381H Substitution dans CMT1 familiale avec atteinte des
) le deuxieme doigt de zinc AD nerfs craniens (1, IV, V, VII, VIII,
(82) X, XI)
R381C Substitution dans
c.1141CT le deuxieme doigt de zinc AD CMT1 familiale
(83)
D355V
c.1064A>T Substitution dans le AD CMT mixte (démyélinisante et
premier doigt de zinc axonale)
(78, 84)
D383Y Substitution dans
c.1147C>A I'hélice alpha du _deumeme AD CMT1 sévére sporadique
doigt de zinc
(85)
(BTG + | (L on dans e
1147G>T] . . ) AD CHN sporadique
deuxieme doigt de zinc
(80, 86)
I1268N Substitution dans le S .
. 3 enfants atteints issus d'un
c.803T>A domaine R1 . . ,
(80) AR mariage consanguin, présentant
une CHN
R359W Substitution dans Patients présentant un syndrome
¢.1075C>T I'hélice alpha du premier AD de Dejerine-Sottas avec des
doigt de zinc complications respiratoires et
(24, 79) une atteinte des nerfs craniens

Tableau 2: Liste des mutations connues dans la séquence codante d’Egr2 avec les phénotypes

correspondants.
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Parmi les mutations de Krox20/Eqr2 retrouvées chez des patients, certaines

sont des mutations ponctuelles dominantes localisées dans un des trois
domaines a doigt-de-zinc de la protéine inhibant la fixation de Krox20/Egr2 a

I’ADN.

e Les mutations D355V, R409W, R359Q, R381H, R381C sont associées a
des pathologies de type CMT1. On peut noter que la mutation R381C
donne un phénotype de CMT1 de survenue tardive, contrairement a la
mutation R381H. Il s’agit d’un exemple de divergence phénotypique en
rapport avec le codon 381 (83). Des résidus arginines sont fréquemment
remplacés parmi les mutations situées dans les doigts de zinc. En effet, a
leur niveau, I'arginine forme des liaisons hydrogene avec les bases G de
la séquence consensus de liaison (87). Sa substitution aboutit donc a une

perte de fonction.

e La double mutation S382R/D383Y sur le méme alléle Krox20 conduit a

une neuropathie de type CHN.

e La mutation D355V diminue préférentiellement I'affinité d’Egr2 pour un
élément situé dans le promoteur du gene Gjbl. La présentation clinique
pourrait étre la conséquence d’une dérégulation transcriptionnelle de la

connexine 32.

e Laforme R359W est associée a un syndrome de Dejerine-Sottas.

e Plusieurs mutations (notamment R381H et R359W) donnent des

phénotypes avec atteinte des nerfs craniens. Cela pourrait s’expliquer
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par le role déterminant d’Egr2 dans la segmentation du rhombencéphale

lors de 'embryogénése.

Il est intéressant de noter que ces mutations induisant une perte de liaison de
la protéine a ’ADN devraient correspondre a une perte de fonction, et donc
plutdt présenter un caractere récessif, I'allele normal restant pouvant au moins
partiellement compenser cette perte de fonction. Cette hypothése est de plus
renforcée par le fait que les animaux Krox20"" présentent une myélinisation
normale du SNP. Le caractere dominant suggere donc la possibilité d’un role de
dominant négatif pour ces protéines mutées, ou d'un éventuel gain de
fonction. Une étude semble corroborer I’'hypothese d’un réle dominant négatif
de la protéine mutée S382R/D383Y (71). L'effet dominant négatif des
mutations de Krox20 situées sur le domaine de liaison a ’ADN, n’a pas pu étre
objectivé sur des plasmides transfectés contenant le promoteur de Mpz associé
a un gene rapporteur. Par contre cet effet est observé sur le niveau
d’expression endogene des genes cibles de Krox20. Cela veut dire que 'effet
dominant négatif de ces mutations s’exerce sur un autre facteur que la demi-
dose sauvage de Krox20, au niveau d’éléments de réponse a Krox20 situés a
I’extérieur du promoteur de Mpz (65). En effet le premier intron de Mpz est
porteur de sites de liaison a Krox20 et Sox10, quasiment adjacents. La mutation
SR/DY de Krox20 diminue I'activation de cet élément de réponse intronique en
diminuant la liaison de Sox10 sur son site sans affecter la fixation de Krox20 lui-
méme. Ainsi l'effet dominant négatif s’exerce sur Sox10 en diminuant sa
fixation Krox20-dépendante sur certains éléments de réponse. Il s’agit d’un

mécanisme inhabituel expliquant I'effet dominant négatif. En effet, I'effet
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dominant négatif d’'une mutation concerne surtout des protéines qui forment

des homodimeéres, ou la forme mutée inactive sa contrepartie non mutée.

La seule mutation hors du domaine de liaison a ’ADN touche le domaine R1, et
plus particulierement l'isoleucine 268 (80). Cette isoleucine est nécessaire a
I'interaction des facteurs Krox20 avec les protéines Nabs. Les protéines Nabs
(Nab1l et Nab2) sont des protéines pour lesquelles il a d’abord été décrit un role
antagoniste de I'effet de Krox20 sur la transcription de ses génes cibles, dans
des cultures cellulaires (88). Puis un role agoniste a été corroboré par la double
mutation de Nabl et Nab2 chez la souris, qui aboutit a une hypomyélinisation
sévere du SNP (49). De plus la mutation 1268N de Krox20 aboutit a des effets
similaires sur la myélinisation a ceux de la double mutation Nab1 et Nab2. Cela
suggere donc que dans les CS, le réle promyélinisant des Nabs est en grande
partie médié par son interaction avec Krox20. L'étude de [I'abolition de
I'interaction Krox20/Nab par la mutation 1268N sur modele murin montre une
diminution de I'effet propre de Krox20 sur la plupart des genes cibles (89).

L’expression d’'une minorité de genes cibles de Krox20 n’est pas affectée par la
dissociation Krox20/Nab. La composition de la gaine de myéline ainsi produite
serait altérée par la surexpression relative des protéines codées par ces genes.
Ceci pourrait expliquer son caractere instable et donc I’évolution biphasique de
la neuropathie, ou I'hypomyélinisation est suivie d'une étape de

démyélinisation.
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Figure 12: Représentation schématique des différentes mutations de Krox20 associées a des
neuropathies humaines héréditaires (d’apres (90)).

3) Régulation de I’expression de Krox20

a) Profil d’expression de Krox20

La régulation de I'expression du gene Krox20 chez la souris a été explorée par
étude de gene rapporteur (Kl hétérozygote ou la séquence LacZ d’E.coli a été
insérée dans le deuxiéme exon de Krox20). Celle-ci a montré le long des nerfs
périphériques une transition a E15,5 correspondant au début d’activation du
locus Krox20 (64) (91). Cette activation se poursuit ensuite apres la naissance et

est maintenue tout au long de la vie.

L’expression de Krox20 est totalement dépendante du contact axonal lors de la

myélinisation comme ['attestent des expériences de cocultures entre CS et
neurones (91). En effet, I'expression de Krox20 n’est observée in vitro dans des

cocultures de neurones et de CS, qu’en présence d’'un contact axonal.

74



L'expression de Krox20, en outre, n'est plus observée dans un systeme de
coculture Millicell, ol neurones et CS n’établissent pas de contact direct. Ainsi
est mise en lumiére la dépendance de l'induction de Krox20 pour un signal
axonal qui est lié a la membrane et/ou trés instable et/ou faiblement diffusible.
Si Krox20 n’est activé in vivo qu’a partir de E15.5 le long des nerfs
périphériques, la coculture de CS avec des neurones issus d’embryon de souris
E12.5 induit aussi son expression. Ceci prouve que la signalisation axonale
inductrice de I'expression de Krox20 est déja présente avant E15.5, et que les
CS acquierent la capacité d’y répondre au moment de la transition PCS/ISC qui
survient le méme jour. Enfin, des expériences de dégénérescence Wallerienne
par cryolésion de nerfs sciatiques de souris adultes ont montré que le maintien
de I'expression de Krox20, tout comme son initiation, dépend aussi du contact

axonal (92).

b) Séquences cis-régulatrices de Krox20 dans les cellules de Schwann

La recherche de séquences cis-régulatrices de Krox20 a abouti a la découverte
de deux séquences « enhancers » qui jouent un réle majeur dans |’expression
de Krox20 dans les CS (92). Des souris transgéniques comportant le transgene
Krox20" associé séparément aux régions juxtagéniques situées en 5’ ou en 3’

LacZ e ;s .
%“ a révélé que les régions

ont été étudiées. L'étude de I'expression de Krox20
juxtagéniques en 5’ et en 3’ portent deux éléments régulateurs indépendants,
qui interviennent successivement au cours de deux phases distinctes du

développement des CS:

e L’enhancer ISE (Immature Schwann cell Element), situé en 5 du géne,

actif pendant le stade immature
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e L’enhancer MSE (Myelinating Schwann cell Element), situé en 3’, actif
seulement dans les CS engagées dans la myélinisation, et myélinisantes

(cf Fig. 13).

Figure 13: Illustration schématique du gene Krox20 et des deux enhancers actifs connus dans les
cellules de Schwann, ISE et MSE. Les deux rectangles correspondent aux exons. Les zones rouges
correspondent aux régions non traduites, les rectangles bleus aux séquences codantes.

Seule la séquence de MSE a été caractérisée: il s’agit d’'un segment conservé de
1,3kb situé a environ 35kb en aval de la séquence codante du gene Krox20. La
cartographie a été effectuée en étudiant I'expression d’un gene rapporteur
dépendant de fragments de restriction chevauchants issus de la région

porteuse de MSE.
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Figure 14: Isolement de MSE dans un élément conservé de 1,3kb. A: Géne Krox20 humain et
séquences extragéniques s’étendant de -4,5kb a +40kb (en haut). Les enzymes de restriction utilisées
pour générer les fragments chevauchants sont montrées. Ces fragments ont été fusionnés avec une
construction associant le promoteur de la B-globine et le géne rapporteur LacZ et testés en
transgénese (en bas). Le nombre de souris qui montrent une activité B-galactosidase dans des
biopsies de nerfs sciatiques a P2/3 et P30 et le nombre total de souris (n) sont indiqués. B: Etude
d’homologie entre le fragment murin 5 et les séquences humaines correspondantes. L’axe vertical
indique le pourcentage d’homologie (d’apres (92)).

MSE renferme deux domaines tres conservés entre ’lhomme et la souris: un
domaine A de 478pb (84% d’homologie) et un domaine B de 436pb (90%
d’homologie) qui pourraient porter des sites de liaison pour plusieurs facteurs
de transcription.

Le switch ISE /MSE qui se produit peu avant la naissance, correspond au début
de la myélinisation et renforce I’"hypothése d’un réle spécifiqgue de MSE dans la

myélinisation, celui d’ISE n’étant a ce jour pas connu.

c) Facteurs de transcription régulant I’expression du gene Krox20

L’expression de Krox20 est gouvernée par plusieurs facteurs de transcription.
Il a été montré que Oct6 et Sox10 cooperent pour se fixer et activer la
transcription de Krox20 a partir de MSE (92).
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e Oct6/SCIP appartient a la famille des protéines a domaine POU de classe
IIl dont I'expression, transitoire, présente un pic au stade promyélinisant

(48, 93).

» L’inactivation d’Oct6 chez la souris, tout comme l'inactivation de
Krox20, aboutit a un bloquage des CS au stade promyélinisant (94).
Cependant le bloguage des CS n’est que temporaire, confirmant le
fait que d’autres facteurs prennent le relais sur Oct6, encore
inconnus a ce jour. Oct6 coopere avec un autre facteur POU: Brn2.
D’ailleurs chez les doubles mutants pour Oct6 et Brn2, le
phénotype est aggravé par rapport aux mutants Oct6 (48). Le
mécanisme de I'extinction d’Oct6 est encore inconnu, cependant il
est probable que Krox20 joue ce role (95). Dans le méme sens, le
promoteur d’Oct6 contient plusieurs sites de liaison pour Krox20.
Enfin I'extinction d’Oct6 est cruciale: en effet son expression
prolongée dans les CS entraine une hypomyélinisation ainsi qu’une

perte axonale (96).

» L'activation d’Oct6 dépend du contact axonal et met en jeu
plusieurs voies de signalisation impliguant des récepteurs
transmembranaires couplés a la protéine G (qui lorsqu’ils sont
activés, induisent une augmentation du taux d’AMP cyclique
intracellulaire) (97) (98), la Neuréguline 1 type lll (40), ainsi que
Sox10 (99).
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» Octb est un acteur essentiel de I'activation de Krox20 en se fixant

sur MSE. En effet l'inactivation d’Oct6 chez la souris permet le
maintien de la transcription de Krox20 a la naissance (période au
cours de laquelle les deux enhancers ISE et MSE sont actifs), alors
qu’un transgene Krox20 sous la seule dépendance de MSE ne
produit aucun ARN messager (92). Plusieurs sites consensus de
liaison a Oct6 ont été mis en évidence au sein des 2 domaines
conservés de MSE. La fixation d’Oct6 sur 4 domaines renfermant
des sites potentiels, a été démontrée in vitro par des expériences
d’empreinte a la DNase | et par EMSA (Electrophoretic Mobility
Shift Assay) (100). Ces résultats ont été confirmés par étude de
cotransfection d’un vecteur d’expression d’'Oct6 avec une
construction transgénique associant un gene rapporteur Krox20"

associé a des formes mutées de MSE au niveau des domaines

décrits.

Sox10 appartient a la famille des High Mobility Group Proteins (HMG), et
contrbéle aussi I'expression de Krox20 comme le suggere la présence
d’'une démyélinisation des nerfs périphériques dans le syndrome de

Waardenburg-Hirschprung ou le géne Sox10 est muté (101).

> Plusieurs sites consensus de liaison aux facteurs Sox, ont, tout comme

pour Oct6, été caractérisés au niveau de MSE.

» Enfin des études de cotransfection de vecteurs d’expression de Sox10
et Oct6 avec une construction associant MSE et un gene rapporteur

ont montré un effet synergique entre Sox10 et Oct6 pour activer MSE
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(100). Le mécanisme de cette synergie a été récemment exploré.
semble qu’elle ne soit pas due a un phénomene coopératif de la
fixation des deux facteurs sur MSE malgré la proximité de leurs sites
de liaison. En revanche elle dépend d’un domaine de Sox10 nommé
K2. Ce domaine pourrait interagir directement avec Oct6 ou bien avec

un partenaire commun a ce dernier (102).
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Figure 15: L’alignement des séquences humaines et de poulet a la séquence murine de MSE montre
plusieurs sites conservés de liaison a des facteurs de transcription. La numérotation des nucléotides
correspond a la séquence murine. Les tirets désignent les bases conservées. Les empreintes a la
DNase | générées par Oct6 sont indiquées (I-IV). Dans ces régions, les sites conservés de liaison aux
facteurs Oct6 et Brn2 sont soulignés deux fois. Les sites conservés de liaison a Sox10 sont
représentés en rouge avec des fleches. Ces sites sont basés sur les sites connus de liaison a Sox9
(d’apres (100)).
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Les facteurs NFATc: des études d’inactivation du gene codant Ia
calcineurine B1, CnB1, un effecteur de la voie Neuréguline
1/ErbB3/ErbB2, ont montré son implication dans le développement et la
myélinisation des CS (103). Les facteurs de transcription NFATc étant
activés par Cnbl, leur étude a montré qu’ils induisent I'expression de
Krox20, en activant MSE, de maniere synergique avec Sox10. Enfin, la
présence de sites consensus au sein de MSE prone un role inducteur

direct par NFATc.
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Figure 16: Représentation schématique du réseau de régulation des genes de myéline. Il décrit la

position centrale de Krox20 entre les signaux promyélinisants et démyélinisants (d’aprés (90)).

d) Importance de MSE dans I'expression de Krox20

Le seul cas humain de délétion homozygote de I'enhancer MSE présentait une

neuropathie amyélinisante congénitale. Il s’agissait d’un nouveau-né d’origine

Marocaine issu d’une union consanguine dans lagquelle ses deux parents, sains,

présentent la méme délétion mais a I'état hétérozygote. Le séquencage de la

région codante de Krox20/Egr2 n’a révélé aucune mutation. Cependant le

82



phénotype était similaire a celui d’une déficience pour Krox20 chez la souris. Le
patient est décédé a I’age de 7 mois dans un contexte d’hypotonie généralisée
avec atteinte respiratoire sévere. La biopsie nerveuse a révélé une absence
compléte de myélinisation, une absence de détection de la protéine Egr2 dans
le noyau des CS par immunohistochimie. De plus les racines nerveuses étaient
myélinisées par des cellules gliales centrales, témoignant d’une transgression
de la frontiere séparant SNC et SNP, autre stigmate du déficit en Egr2 (Funalot
et al, soumis). En outre, cette délétion n’est pas répertoriée dans le Database
Genomic Variant (DGV), et n’a pas non plus été retrouvée chez 170 controles,
ce qui renforce la corrélation génotype-phénotype entre la délétion de MSE et
I’atteinte neurologique.

Cette observation souligne I'importance de MSE dans I'expression du gene Egr2

lors de la myélinisation par les CS.
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Figure 17: Cartographie de la délétion de 11kb, emportant la totalité de MSE, observée chez le
patient index a I’état homozygote, et chez ses deux parents a I'état hétérozygote. Le pourcentage
d’homologie de la séquence délétée avec d’autres especes est représenté par le graphique en
ordonnée (A). L'étude des produits de PCR sur gel d’agarose avec les amorces représentées en violet
(fragment de 1218pb) ne montre aucune bande chez le patient index, indiquant que la totalité de
MSE est délété chez lui (gauche). La PCR avec les amorces représentées en orange (fragment de
15kb) montre la présence d’un unique fragment de jonction de 4.3kb chez le patient index, alors que
ses parents ont aussi I'alléle sauvage de 15kb (droite) (B).
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II) PROBLEMATIQUE
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Les études menées sur Krox20/Egr2 montrent qu’il est un élément régulateur
central de la myélinisation du SNP.

Chez le patient index décédé de la neuropathie amyélinisante congénitale, la
délétion homozygote de MSE est associée a I'absence de la protéine Egr2 dans
les CS mais les ARNm Egr2 n’ont pas pu étre quantifiés. Le phénotype

pathologique peut donc s’expliquer de 2 fagons:

e La délétion de MSE empéche toute transcription des ARNm Egr2 apres la

naissance.

e La délétion de MSE réactive I'autre enhancer, ISE qui gouvernerait la
transcription d’'un ARNm Egr2 soumis a une régulation post-
transcriptionnelle négative. ISE serait réactivé (de maniere similaire a ce
qui est observé dans les expériences de dégénérescence Wallerienne

chez la souris (92)).

La mise en évidence d’une régulation post-transcriptionnelle de Krox20
compatible avec l'activation d’ISE et MSE rendrait plausible la deuxieme

hypothése physiopathologique.

e La premiere partie de mon travail, réalisée a l'Institut de Biologie de
I’'Ecole Normale Supérieure (IBENS), vise a établir chez la souris
I’existence d’une régulation post-transcriptionnelle du gene Krox20, que
I’on pourrait mettre en relation avec I'activation d’ISE et MSE. En effet

I’extrapolation chez I'homme d’un résultat positif, nous permettrait
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d’expliquer en partie le mécanisme du déficit en Egr2 chez le patient

décéde.

Comme décrit précédemment, la transcription du locus Krox20 suivie grace au
gene rapporteur LacZ, est observée a partir de E15,5 le long des nerfs
périphériques chez la souris (91).

Or la protéine Krox20 n’est détectée qu’a partir du jour de la naissance (66),
par immunohistochimie, au moment ou débute la myélinisation.

Il'y a donc, pour Krox20, une contradiction entre les moments ou le transcrit et
la protéine sont censés apparaitre (cf Fig. 18).

Ainsi, dans les CS, la protéine Krox20 serait produite brutalement autour de la
naissance, apres un retard de 4 jours sur la transcription, retard qui ne peut pas
étre imputable a la vitesse de traduction des ARNm Krox20.

Par ailleurs, une quantification des ARNm Krox20 a montré que leur niveau
augmentait faiblement autour de la naissance (104). L’'augmentation, franche,
du niveau des protéines Krox20 ne serait donc pas proportionnelle a celle,

graduelle, des ARNm Krox20.

Krox20 ferait donc I'objet d’une régulation post-transcriptionnelle, négative de

E15,5 jusqu’a la naissance (c’est-a-dire pendant 4 jours), ou celle-ci serait

abolie. La deuxieme partie de cette supposée régulation coinciderait avec le

recrutement de MSE, et y laisserait entrevoir un role de ce dernier.

Afin d’étudier en détail ce processus putatif de régulation post-
transcriptionnel, il a été nécessaire d’affiner et de quantifier précisément les
niveaux d’ARN et de protéine Krox20 produits avant et apres la naissance.

En effet, la sensibilité de I'immunohistochimie n’est pas optimale, ce qui ne

permet pas d’exclure la présence de la protéine Krox20 avant la naissance. De
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plus I'analyse quantitative des ARNm Krox20 réalisée par Blugeon et al n’a pas

été réalisée sur des temps assez rapprochés autour de la naissance.

» Jai ainsi effectué dans un premier temps sur des nerfs de souris, a

E18,5 et P1, une quantification relative des ARNm Krox20 par qPCR, et

de la protéine Krox20 par Western Blot (technique tres sensible, et

quantitative) afin d’analyser s’il existe une discordance entre leurs
cinétiques d’évolution, qui prouverait de fait I'existence d’une
régulation post-transcriptionnelle. E18,5 et P1 délimitent un laps de
temps assez court (24-48 heures) au sein de cette période charniere
de l'expression de Krox20, leur exploration augmente donc la

résolution de I'analyse.

» Dans un deuxieme temps, j'ai recherché s’il existe différentes formes
d’ARNm Krox20 aux stades embryonnaire et post-natal, afin
d’explorer le mécanisme de cette régulation supposée. La mise en
évidence de 2 ARN différant par la position du site d’initiation de
transcription révelerait un systeme de promoteur alternatif, en

accord avec un role de MSE dans cette régulation.
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Figure 18: lllustration schématique du décalage observé entre |'activation du locus Krox20 et la
détection de la protéine Krox20 par immunohistochimie. Vision synoptique et comparée de
I'activation du locus Krox20, la détection de sa protéine par IHC, la myélinisation du SNP, et
I'activation des deux enhancers ISE et MSE au cours du temps.

e La deuxieme partie de mon travail s’attache, au vu de I'importance de MSE,
a évaluer le rendement diagnostique de son exploration chez des patients
présentant des formes de neuropathies de CMT compatibles avec une
déficience pour Egr2, et pour lesquels une mutation dans sa séquence
codante n’a pas été trouvée. Pour cela nous avons sélectionné et étudié des
ADN génomiques de 76 patients conservés dans le Centre National de
Référence des Neuropathies Périphériques Rares au CHU Dupuytren de

Limoges.

» L’étude de MSE chez ces patients a été effectuée par séquencage et
par semi-quantification aprés migration sur gel de séquenceur
capillaire. La mise en évidence d’éventuelles anomalies génétiques
chez ces patients pourrait permettre d’établir un conseil génétique
dans leur famille afin de dépister les porteurs sains hétérozygotes et
prévenir la récurrence de cette neuropathie lors de grossesses
ultérieures.
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Ill) MATERIELS ET METHODES
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A) Prélevement des nerfs sciatiques de souris

Les souris ont été fournies par I'animalerie de I'IBENS. Elles ont été sacrifiées
par élongation cervicale, ou par décapitation a E18,5. Trois incisions cutanées
ont été réalisées sur la partie dorsale: une le long du rachis et 2 autres le long
de chaque patte postérieure. Les nerfs sciatiques ont été repérés apres
écartement des masses musculaires, puis sectionnés au niveau des racines ainsi
gu’en distalité. lls ont ensuite été groupés par paires dans des tubes Eppendorf
séparés.

Les nerfs servant a extraire des protéines ont été immédiatement congelés a
80°C dans de I'azote liquide ; ceux servant a extraire les ARN ont été conservés

a +4°C dans 800ul de tampon RNA Later pour 3 paires.

B) RT-PCR des ARNm Krox20

1) Extraction des ARN

L’extraction des ARN totaux a été réalisée avec 2 kits différents en fonction du
type de I'échantillon. Les ARN totaux des nerfs sciatiques embryonnaires et
post-nataux jusqu’a P8 (exclu) ont été extraits avec le kit RNAqueous-Micro
(Ambion), tandis que les ARN totaux des nerfs sciatiques a partir de P9 ont été
extraits avec le kit RNeasy Fibrous Tissues (Qiagen).

Deux a trois paires de nerfs par tube ont été broyés par des billes de Tungsténe

stériles dans 100ul de solution de lyse et 50ul d’éthanol a 95%, sous agitation
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dans un homogénéisateur (Qiagen) pendant 45 a 90 secondes, a 30 pulsations
par secondes.
Ces kits incluent une étape de traitement a la protéinase K. Dans les deux cas,

les ARN totaux sont retenus sur une colonne échangeuse d’ions, puis des

lavages successifs permettent d’éliminer ’ADN génomique et les protéines. Les
ARN totaux sont ensuite été récupérés dans 20ul de tampon d’élution.

Chaque extraction est suivie d’un traitement a la DNase | a 37°C afin d’éliminer
les éventuelles traces d’ADN génomique dont la présence entrainerait une
surestimation de la quantité d’ADNc.

Toutes les étapes ont été réalisées en suivant les instructions du fournisseur.

Les concentrations des ARN extraits ont été mesurées par le Nanodrop, leur

qualité a été vérifiée sur le Bioanalyseur 2100 (AgilentTechnology) (cf Tab. 3).

. . . Nanodrop Bioanalyseur 2100 (Agilent)
Echantillon | Kit d'extraction
Concentration (ng/ul) | DO 260/280|DO 260/230 |rRNA ratio (285/18S) |RNA Integrity Number (RIN) ( /10)
[E18,5 Ambion 52,21 1,8 0,94 1,9 10
P1 Ambion 189,04 1,88 0,57 1,4 9,6
P9 Qiagen 164 1,86 1,88 1,3 8

Tableau 3: Dosage et contréle de la qualité des ARN extraits de nerfs sciatiques de souris, a E18,5, P1,
et P9.

2) Rétrotranscription

La rétrotranscription a été réalisée avec le kit Superscript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen) dans un volume réactionnel de 40ul.

Une quantité initiale de 400 a 500ng d’ARN est utilisée. Les ARN subissent dans
un premier temps une dénaturation thermique a 65°C afin de supprimer les

structures secondaires.
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Des oligo-dT de 20 nucléotides, utilisés a une concentration finale de 2,5uM,
sélectionnent la queue poly-A des ARN messagers, et des oligonucléotides
dégénérés favorisent la synthése de longs brins d’ADNc en réduisant le risque
d’interruption de la réaction de polymérisation.

La rétrotranscription proprement dite est effectuée par la Superscript |l
Reverse Transcriptase (400Ul) avec son tampon, pendant 1 heure a 50°C. Il
s’agit d’'une version recombinante et thermostable de la rétrotranscriptase
codée par le géne pol du virus M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus).

Apres inactivation de la rétrotranscriptase a 70°C pendant 15 min, les brins
complémentaires d’ARN ont été dégradés par la RNase H d’E.coli (4Ul) pendant
20 min a 37°C (cf Tab. 4).

Toutes les étapes ont été réalisées en accord avec les instructions du
fournisseur.

Les ADNc obtenus ont été dosés par le Nanodrop et conservés a -20°C.
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Volume

(en wl)
500ng d'ARN 9,6
Oligo (dT) 50pM 2
dNTP 10mM 2
Random Primer 1
Eau 134
28
+
First-S5trand Buffer 5X 8
DTT 0,1M 2
Superscript Il RT (200U1/pl) 2
40

(Invitrogen).

65°C 5min
4°C Smin

25°C 5min
50°C 1h
70°C 15min

Traitement par 0,8ul de RNaseH

(S5U1/ul)
37°C 20min

Tableau 4: Protocole de rétrotranscription des ARNm avec le kit Superscript Il Reverse Transcriptase

3) PCR semi-quantitative des ADNc Krox20

et 1/20).

Une PCR semi-quantitative en temps réel des ADNcKrox20 a été réalisée avec le
kit Quanti Tect SYBR-Green PCR (Qiagen). Les stades E18,5, P1 et P9 ont été

explorés. Les ADNc ont été étudiés au sein d’'une gamme de dilutions (1/5, 1/10

94



Les amorces utilisées amplifient un fragment de 183pb a cheval sur la fin de Ia
séquence codante et la région 3’"UTR de 'ARNm Krox20 (cf Fig. 19), et ont une
Tm de 60°C.

L'expression relative de Krox20 a été mesurée par PCR en temps réel sur
I’automate Lightcycler (Roche) et normalisée avec la B-tubuline et la GAPDH.
Toutes les réactions de PCR ont été réalisées en tubes séparés dans un volume

réactionnel de 20ul.

Volume (en pl)
Tampon Master Mix 2X 10 95°C  15min
Amorce F (250ng/pl) 1,5 94°C  15s
Amorce R (250ng/pl) 1,5 60°C  20s X40
Eau 4 72°C  20s
ADNc 3 65°C 15s
20 40°C 30s

Tableau 5: Protocole de gPCR des ADNc Krox20.
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—
Transcrit 1 FE Ty Forward sirand e
T48289 || . _ ]
(Ensembl
Transcrit2 | I 432 Kb Forward strand =
(Ensembl

F:5’-GCAGAAGGAACGGAAGAGC-3
R:5’-ACTGGTGTGTCAGCCAGAGC-3'

Figure 19: Cartographie des amorces utilisées pour la quantification des ARNm Krox20.

Le transcrit 1 (T48289, Ensembl) a une longueur de 2965pb.

Le transcrit 2 (T105438, Ensembl) a une longueur de 2864pb.

Les rectangles colorés en bleu correspondent aux séquences codantes; les rectangles vides
correspondent aux séquences non traduites ; les lignes en trait plein représentent les introns épissés.

4) Analyse qualitative des ARNm Krox20

Deux variants d’épissage de ’ARNm Krox20 ont été caractérisés in vitro (cf Fig.
19) aprés stimulation par du serum humain de cellules qui ont été transfectées
par un plasmide contenant le gene Krox20. lls sont répertoriés dans des bases
de données bioinformatiques (Ensembl). Seul le transcrit 1 (le plus long) a été
identifié in vivo dans le rhombencéphale de souris. Ces deux transcrits different
par |'épissage d’une séquence de 101pb située dans la région 5.

Afin de pouvoir identifier et distinguer ces deux transcrits dans les CS, j’ai utilisé
des couples d’amorces situées de part et d’autre de la séquence épissée
spécifiquement dans le transcrit 2 (cf Fig. 20).

Le couple d’amorces 1F/1R amplifie un fragment dont la taille attendue est de
1885pb pour le transcrit 1, et de 1784pb pour le transcrit 2. Le couple 1F/6R

amplifie un fragment de 1062pb dans le transcrit 1, de 961pb dans le transcrit
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2. Ces amorces sont suffisamment éloignées et permettent ainsi d’étudier la
séquence de longs fragments.

Les ADNc Krox20 ont été amplifiés avec la Phusion DNA Polymérase du fait de
sa grande fidélité pour les longs fragments secondaire a sa fonction 3’-5’
exonucléasique.

Les ADNc GAPDH ont servi de témoin positif afin de valider Ia
rétrotranscription. Toutes les réactions ont été effectuées en tubes séparés,
dans un volume réactionnel de 50ul.

Le programme d’amplification par PCR consistait en une étape de dénaturation
a 98°C pendant 10s, des étapes confondues d’hybridation et d’élongation a
72°C pendant 60 a 90s, pour 60 cycles d’amplification au total.

Les produits d’amplification ont été visualisés par révélation aux UV, apres

électrophorese dans un gel d’agarose a 1% contenant du bromure d’éthidium.

Volume (en pl)

Tampon GC 10
Amorce F (250ng/pl) 1 98°C 30s
Amorce R (250ng/pl) 1 98°C 10s %60
dNTP 1 72°C 60a90s
Phusion DNA Polymerase 0,5 72°C  10min
Eau 33,5 4°C oo
ADNCc 3
50

Tableau 6: Protocole de PCR qualitative des ADNc Krox20.
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1F CF 6R 1R

— — - -

Transcrit 1 T Forannd i [
(Ensembl

Transcrit2 | L — 422K Forward strand g
(Ensembl

1F: 5'-TGAGAGAGCAGCGATTGATT-3'
1R:5'-CAAGGTCCTTTGCCCAGAT-3
6R: 5"-TCTCTCTGGCACGGAGAT-3
CF:5'-AGTTGGGTCTCCAGGT-3'

Figure 20: Cartographie des amorces utilisées pour I’analyse qualitative des ARNm Krox20.

C) Western Blot de Krox20

Les nerfs sciatiques des souris sauvages ont été lysés dans un tampon
d’extraction de protéines (50mM Tris, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% Triton-
X100, 1% SDS, 1% inhibiteur de protéases) et broyés par des billes de
Tungsténe stériles a I'aide de ’homogénéisateur (Qiagen) pendant 45 secondes
a 30 pulsations par seconde.

Les surnageants obtenus apres centrifugation (14000 tours/min pendant 15min
a 4°C) ont été utilisés comme échantillons. Quatre nerfs a E18,5 ont été lysés
dans 40ul de tampon, 2 nerfs a P1 ont été lysés dans 30ul de tampon. Les
protéines extraites ont été dosées avec le kit Bio-Rad (Hercules, CA) par
spectrophotométrie en utilisant le BSA comme étalon. Des quantités égales de
protéines (15ug) ont été dénaturées par chauffage dans du tampon Laemmli
contenant du beta-mercaptoéthanol, puis séparées dans un gel de SDS-

polyacrylamide a 10% fait au laboratoire.
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Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose
Hybond-C (Amersham Biosciences). Les sites de fixation non spécifiques de la
membrane ont été bloqués dans du tampon Tris salinisé contenant 0,4% de
Tween (TBS-T) supplémenté avec 5% de poudre de lait, pendant trois heures a
température ambiante.

La membrane a ensuite été incubée dans du TBS-T supplémenté avec 1% de
poudre de lait, mélangé avec des anticorps primaires polyclonaux de lapin
dirigés contre Krox20 (1/2000, Covance, Berkeley, CA) toute la nuit a 4°C. Apres
lavage, elle a été incubée avec un anticorps secondaire anti-lapin conjugué
avec la peroxydase HRP (1/5000) (Amersham Biosciences), pendant une heure
a température ambiante.

L’actine a été marquée avec des anticorps primaires anti-B-actine monoclonaux
de souris (1/5000), puis des anticorps secondaires antisouris conjugués avec
I’"HRP (1/5000).

La révélation s’est faite par chimiluminescence avec le kit Supersignal West
Femto (Thermoscientific). Les signaux obtenus ont été acquis et numérisés sur
I’automate Chemicapt, puis quantifiés en utilisant le logiciel Image Quant LAS

4000 (GE Healthcare).

D) Echantillons humains

Les échantillons d’ADN utilisés pour ce travail font partie de la banque d’ADN
conservée a -20°C au laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire du
CHU Dupuytren. Ce sont des ADN qui ont été préalablement extraits grace au
kit BACC3 Illustra TM (GE Healthcare) a partir de sang total. Leur concentration

a ensuite été mesurée sur le Nanodrop, puis ils ont été dilués a 100ng/pl.

99



Tous les échantillons proviennent de patients informés et ayant fourni un
consentement écrit et signé pour I'examen de leur caractéristiques génétiques.
Les patients inclus dans cette étude sont ceux qui répondent aux criteres de la
pathologie pouvant mettre en cause le gene Egr2, et pour lesquels aucune
mutation n’a été retrouvée, c’est-a-dire des patients présentant des CMT1, 4,

DSS, ainsi que des formes voisines, ayant pour caractéristiques principales:

e Une notion de récessivité et/ou de consanguinité chez les parents
e Un début précoce pendant |I'enfance voire in utero
e Une présentation sévere avec effondrement des vitesses de conduction

nerveuses a I'EMG (<30m/s) traduisant une atteinte de la myéline.

Les patients pour lesquels une mutation a été identifiée sur Egr2 ou sur un
autre gene de myéline, et ceux présentant une forme axonale de CMT ont été

exclus de I'étude.

A partir de ces criteres, 76 patients ont été retenus pour le séquencage et
I’analyse semi-quantificative de MSE.

Parmi ces patients, 2 sont issus de la méme fratrie et d’'une union consanguine.
Les ADN de leurs parents, étant disponibles, ont pu étre analysés en plus du

nombre total de patients inclus dans I'étude.

1) Amplification de MSE par PCR et séquengage

Les amorces utilisées sont celles qui ont été choisies préalablement au

laboratoire, ont une Tm de 64°C, et amplifient un fragment de 1218pb.

100



F3 : 5’TGCAAAACTTTCATCGCAAC
R1: 5’GAATGTCCACCACCAGCTTT
La PCR a été réalisée avec I'enzyme Phusion High Fidelity DNA Polymerase
(Finnzymes), dotée d’une fonction 3’-5’ exonucléasique garantissant sa fidélité,

adaptée au séquencage des longs fragments.

Volume Concentration

(1) finale
Tampon Phusion HF (5X) 10 1X 98°C 1'30"
F3 (25uM) 1 0,5uM 98°C 10"
R1 (25uM) 1 0,5uM 64°C 30" X35
dNTP (10mM) 1 0,2mM 72°C 1'
Phusion DNA
polymerase (2U/ul) 0,5 0,02u/ul 72°C 10'
ADN (100ng/pl) 1 2ng/ul 4°C oo
H20 gsp 50

Tableau 7: Protocole de PCR du fragment MSE.

Les produits d’amplification ont été controlés par migration sur gel d’agarose a
1,5% avec marquage au BET.

Les produits de PCR ont ensuite été purifiés avec le kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen), au moyen de membranes échangeuses d’ions.

Toutes les manipulations ont été réalisées conformément aux instructions du
fournisseur. Puis les produits de purifications ont été vérifiés par migration sur

gel d’agarose a 1,5%.

Le séquencage des deux brins a été effectué par la méthode de Sanger

automatisée sur gel de séquenceur capillaire en utilisant les amorces F3 et R1
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séparément. Du fait de la longueur du fragment, 2 autres amorces, internes au

fragment, ont aussi été utilisées:

IO1F : 5’TTTCAGCTTTGTGAAGGGCT
IO2R : 5’ ACAGTTCGTGGAAGAATGGC
La réaction de séquencage a été effectuée avec le kit BigDye Terminator v3.1

(Applied Biosystems).

Volume
(1)

Amorce F3 ou R1 (10uM) 1 94°C 3
BigDye Terminator v3.1 4 94°C 10"
Produit de PCR purifié 1,50u4d 50°C 5" X25
H20 gsp 20 60°C 4'

60°C 1'

4°C oo

Tableau 8: Protocole de la réaction de séquence de MSE avec le kit BigDye Terminator.

Les produits de la réaction de séquencage ont ensuite été purifiés avec le kit
DyeEx Spin Kit (Qiagen).

Le solvant a ensuite été évaporé au SpeedVac. Puis ’ADN a été repris dans du
formamide, et dénaturé a 96°C pendant 5 min.

Les échantillons ont migré sur le séquenceur automatique ABI Prism 3130 XL
(Applied Biosystems).

Les électrophorégrammes des séquences obtenues ont été reconstitués par le
logiciel Sequencing analysis (Applied Biosystems), et analysés avec un logiciel
d’alignement multiple de séquences d’ADN: Sequence Navigator (Applied
Biosystems), en comparaison avec la séquence de référence, téléchargée

depuis le site UCSC Genome Browser.
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2) Analyse semi-quantitative de MSE

La semi-quantification de MSE par rapport a un gene témoin est pertinente
dans la mesure ou elle permet de distinguer pour une séquence normale, une
homozygotie, d’une délétion hétérozygote.

Nous avons mis au point une technique de semi-quantification de MSE en
utilisant I'’exon 5 du gene PMP22 comme référence. En effet le gene PMP22 est
un des premiers genes a étre explorés dans le diagnostic de CMT, et toute
anomalie quantitative a son niveau a pu étre écartée pour ces patients.

MSE et I'exon 5 de PMP22 ont été amplifiés au cours d’'une PCR biplex en
conditions quantitatives par des amorces marquées par le fluorochrome 6-
FAM. Puis les fragments amplifiés ont été analysés apres migration sur le gel du
séquenceur capillaire ABI Prism 3130 XL (Applied Biosystems). La semi-
guantification a été réalisée en calculant les rapports d’aires sous la courbe
entre le pic correspondant a MSE et celui correspondant au fragment de
référence. L'analyse a été effectuée avec le logiciel d’analyse de fragments
GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems).

Les amorces utilisées pour amplifier 'exon 5 de PMP22 sont les suivantes:
PMP22-F: 6-FAM-5'CTACCCAGCAATTGTCAGCA

PMP22-R: 5 AATGTGGGAGTGATGAAGGC

L'amplification de MSE a été réalisée avec les amorces F3 et R1. Seule I'amorce
R1 a été marquée par le fluorochrome 6-FAM a son extrémité 5’.

Le fragment de référence (1138pb) et le fragment MSE (1218pb) ayant une

taille différente, ils ont été marqués par le méme fluorochrome.
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Tampon GC Phusion (5X)
dNTP (10mM)

F3 (25uM)

R1* (25uM)

PMP22-F* (25uM)
PMP22-R (25uM)
Phusion Hot Start (2U/pl)
ADN (100ng/pl)

H20

Volume
(1)
4
0,4
0,48
0,48
0,24
0,24
0,2
0,4
qsp 20

Concentration
finale
1X
0,2mM
0,6uM
0,6pM
0,3uM
0,3uM
0,02U/ul

2ng/ul

98°C
98°C
64°C
72°C
72°C
4°C

3
10"
30"
1
10'

X22

Tableau 9: Protocole de la PCR semi-quantitative de MSE par rapport a 'exon 5 de PMP22, avec des

amorces marquées, en vue d’une analyse de fragment sur gel de séquenceur capillaire.

Les produits de la réaction ont ensuite été dénaturés a 96°C pendant 5min dans

du formamide et injectés dans le gel capillaire du séquenceur, avec le

marqueur de taille fluorescent ROX 500 HD (Applied Biosystems).

La fiabilité de la technique a été éprouvée sur 3 patients porteurs d’une

délétion hétérozygote de MSE (témoins positifs) et 3 patients atteints

d’hémochromatose (controles). La reproductibilité de la technique a été

évaluée en calculant I’écart-type des valeurs des rapports d’aires sous la courbe

entre MSE et le fragment de référence.
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IV) RESULTATS
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A) Semi-quantification des ARNm Krox20 par RT-qPCR a E18,5, P1 et P9

chez la souris

La semi-quantification des ARNm Krox20 extraits de nerfs sciatiques a été
effectuée aux stades E18,5, P1 et P9, par PCR semi-quantitative en temps réel.
Le premier essai de quantification a été effectué sur les ADNc d’'une premiére
rétrotranscription. |l montrait une augmentation des ARNm Krox20 d’un
facteur 16 entre E18,5 et P1 (donnée non montrée). Ce résultat a été invalidé
du fait de I'absence de linéarité des valeurs de Ct au sein des gammes de
dilution des échantillons. De plus ces valeurs étaient en désaccord avec les
résultats de Blugeon et al, qui montraient une augmentation d’un facteur 2,5
entre E17,5 et P1.

Un autre essai de quantification a été réalisé avec les ADNc d’une deuxieme
rétrotranscription (cf Tab. 10) et a montré une augmentation d’un facteur 4,3

entre E18,5 et P1 (cf Fig. 21).
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Résultat de la PCR quantitative Krox20 P1 vs E18,5

Valeur des Ct

Coefficient de

Ratio P1/E18,5

Efficacité Ratio brut L \
| detapen | 102 R Rl B
1/5 (1/10 (1/20| 1/5 |1/10 | 1/20
Krox20 1,78 28,2 31 32 (24,3] 25,8 | 26,9 20 4,58 4,36
B-tubuline 2,51 22,5123,5(24,3|20,6|21,5] 22,7 5,6
GAPDH 2,42 21,2(22,3123,2| 19 |20,1] 21,2 3,6
Résultat de la PCR quantitative Krox20 P9 vs E18,5
. Valeur des Ct . Coefficient de Ratio P9/E18,5
PCR Efficacité E18,5 P9 Ratio brut normalisation par les apres
de la PCR ’ P9/E18,5 genes de mézage norm:Iisation
1/5 |1/10|1/20| 1/5 | 1/10 | 1/20
Krox20 2,1 28,2| 31 | 32 |25,7|27,8|29,2 9,2 3,9 2,35
p-tubuline | 2,15 |22,5|23,5|24,3(21,3|22,2 24,3 2,5
GAPDH 2,28 |21,2]22,323,2|18,8|20,2 | 21,2 5,3

Tableau 10: Résultats de la PCR semi-quantitative de Krox20 et normalisation avec la GAPDH et la B-
tubuline. La méthode des ACt a été utilisée pour comparer les quantités d’ARNm Krox20 a E18,5, P1
et P9. Les ARNm Krox20 a P1 et a P9 ont été quantifiés en se servant de E18,5 comme référence.
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Figure 21: Histogramme représentant les résultats de la RT-PCR semi-quantitative des ARNm
Krox20 aprés normalisation avec la GAPDH et la B-tubuline.

B) Semi-quantification des protéines Krox20 par Western Blot a E18,5 et

P1 chez la souris

Les protéines Krox20 ont été quantifiées par Western Blot sur gel de
polyacrylamide en condition dénaturante aux stades E18,5, P1 et a des stades
ultérieurs (P2,5, PS,...).

Nous nous sommes heurtés a des difficultés techniques portant sur plusieurs

parametres.

e La méthode d’extraction:

Deux méthodes d’extraction ont été utilisées: la sonication, et le broyage avec
des billes de Tungsténe. La plupart des essais réalisés avec la méthode

d’extraction par sonication n’ont pas permis de détecter la protéine Krox20. En
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effet cette méthode induit une élévation thermique susceptible de dégrader
Krox20, au moins partiellement. De plus, les nerfs pris a des stades myélinisés
(P9) nécessitent un temps plus long d’extraction, ce qui augmente le risque de
dégradation. A l'inverse, la méthode par broyage avec des billes de Tungstéene
dure moins d’1 minute et naugmente pas la température des échantillons.

Les essais de mise au point ayant réussi, cette méthode a été retenue.

e Le dosage des protéines:

Afin d’équilibrer les concentrations de protéines pour tous les stades explorés,
les premiers essais ont été effectués en évaluant empiriquement le rapport
entre la masse tissulaire a extraire et le volume de tampon de lyse. Or, le degré
de myélinisation des nerfs étant trés variable pour les stades explorés, les
rendements d’extraction était aussi tres différents. Ceci engendrait plusieurs

problemes:

» Les quantités de protéines n’étaient pas équilibrées entre les
échantillons, ce qui pouvait diminuer la précision de la quantification

relative.

» Une mauvaise extraction, et donc une quantité de dépot insuffisante,

pouvait empécher la détection de Krox20.

C’est pourquoi les extraits protéiques ont été dosés. Les quantités déposées
ont ensuite toujours été supérieures a 10ug. Nous n’avons pas dépassé 25ug

pour ne pas générer trop de bruit de fond.
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e La non-spécificité des anticorps anti-Krox20:

Les lots d’anticorps anti-Krox20 Covance utilisés donnaient de nombreuses
bandes non-spécifiques, en I'occurrence dans l'intervalle de taille qui comprend
Krox20. Afin de mieux distinguer la bande Krox20, jai allongé le temps de
migration dans le gel de séparation.

Un témoin positif Krox20 (cellules cos transfectées avec un plasmide contenant
le géne Krox20) et un témoin négatif (cellules cos non transfectées) ont servi a

distinguer la bande Krox20 des autres bandes, non spécifiques.

e La qualité du témoin positif Krox20:

Au fil des utilisations, 'intensité de la bande Krox20 du témoin positif était
moins forte, et le niveau de migration était modifié, perturbant I'analyse. Un
nouveau témoin positif a donc été préparé en transfectant de nouvelles

cellules cos.

Le dernier Western Blot a été réalisé en prenant en compte tous les facteurs
sus-cités (cf Fig. 22). Il montre une augmentation franche de la quantité de la
protéine Krox20 entre E18,5 et P1, apres normalisation avec |'actine. Nous
concluons a une augmentation de la protéine Krox20 d’un facteur 9 entre ces

deux stades.
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Figure 22: Western Blot marquant la protéine Krox20 dans des nerfs sciatiques de souris aux stades
E18,5 et P1. PM: Poids moléculaire; Témoin +: cellules cos transfectées par un plasmide contenant le
géne Krox20 ; Témoin -: cellules cos non transfectées. Les astérisques correspondent a des bandes
non spécifiques.

La comparaison des cinétiques d’évolution des ARNm Krox20 et de la protéine
correspondante aux mémes stades, révele un découplage. L'augmentation de
la quantité des protéines Krox20 ne pouvant pas étre expliquée par celle des
ARNm Krox20, suggere ainsi la présence d’une régulation post-
transcriptionnelle.

Le découplage ARN/protéine a la naissance marquerait donc une séparation
entre une premiére phase ou la régulation est négative (absence de Krox20
détectable en IHC) et une deuxiéme phase positive caractérisée par la
production importante de la protéine.

Ces deux phases coincident temporellement avec le recrutement successif
d’ISE et de MSE. Ceci nous fait évoquer la possibilité d’une relation entre MSE
et la phase positive de la régulation post-transcriptionnelle de Krox20. (cf Fig.

23).
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Figure 23: Représentation des cinétiques d’évolution des ARNm Krox20 et de la protéine Krox20 sur
un graphique a deux axes en ordonnées. Les protéines Krox20 sont représentées en rouge, les ARNm

Krox20 en bleu. Les valeurs en ordonnées sont calculées par rapport a la quantité présente au stade
E18,5. Les périodes d’activation des enhancers ISE et MSE sont représentées en haut.

Un autre Western Blot de Krox20 a été réalisé a E18,5 et P2, et celui-ci montre
une augmentation d’un facteur 30 entre ces 2 stades alors que la quantité
d’ARNm Krox20 diminue a partir de P1. Ce résultat n’a pas encore été confirmé
par d’autres manipulations, c’est la raison pour laquelle la derniére partie de la

courbe des protéines Krox20 est représentée en pointillés.

C) Analyse qualitative des ARNm Krox20 chez la souris

J'ai recherché a caractériser s’il existe différentes formes d’ARNm Krox20 aux
stades E18,5 et P1. L'approche reposait sur la présence de deux variants
d’épissage connus de 'ARNm Krox20 qui différent par un épissage alternatif
dans la région 5 (cf Matériels et Méthodes). Jai donc recherché des
différences dans leur profil de distribution entre E18,5 et P1, qui auraient pu

étre mises en relation avec I'apparition de la protéine Krox20.
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Une hypothése envisageable pour expliquer la grande différence de quantité
de protéine Krox20 avant et aprés la naissance est que ce sont des formes
différentes d’ARN qui sont transcrites a ces deux stades et qui présenteraient
des différences d’efficacité de traduction.

Une modification de la séquence des ARNm Krox20 apporterait un argument
supplémentaire pour lI'implication des enhancers ISE et MSE dans la régulation
post-transcriptionnelle, puisqu’ils agissent directement sur la transcription.

Afin de tester cette hypothése nous avons analysé la structure des ARN apres
rétrotranscription.

Une premiere analyse a été effectuée sur les ADNc issus de la premiere
rétrotranscription.

La détection des ADNc Krox20 n’a pas pu étre possible, contrairement aux
ADNc GAPDH, témoignant d’'une bonne efficacité de la rétrotranscription
(donnée non montrée).

De nouveaux essais de PCR ont été effectués avec des gammes de dilution des
ADNc totaux, des allongements de temps de polymérisation par la Phusion
DNA polymérase jusqu’a 1min30s, sans résultat.

Enfin, une PCR nichée, amplifiant les produits de la premiere réaction PCR,
avec la méme amorce sens Krox20 1F et 'amorce antisens Krox20 6R au cours
d’une deuxiéme réaction de PCR, n’a pas non plus donné de résultat (donnée
non montrée).

Une PCR spécifique du transcrit 1 a été effectuée avec 'amorce CF, sans succes

(donnée non montrée).
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Les hypothéeses permettant d’expliquer ces échecs sont multiples:

e La taille des fragments amplifiés est trop importante et diminue
considérablement le rendement de la PCR, avec la Phusion DNA
Polymerase.

e La réaction de rétrotranscription des ARNmM Krox20 a pu étre
interrompue et donc les ADNc Krox20 sont tronqués au niveau de leur
extrémité 5.

e Enfin les séquences complémentaires des amorces utilisées ont pu étre

supprimées par épissage alternatif.

Les mémes réactions de PCR d’ADNc Krox20 ont été réalisées sur les ADNc issus

de la deuxieme réaction de rétrotranscription, sans succes.

La position centrale de MSE dans |'expression de Krox20 apres la naissance
nous incite a rechercher des anomalies a son niveau chez des patients atteints

de formes démyélinisantes de CMT.
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D) Séquengage de MSE sur les ADN génomiques de 76 patients atteints de

neuropathie de Charcot-Marie-Tooth

Le séquencage des 76 patients sélectionnés a été effectué avec les amorces F3,
R1, IO1F et IO2R. Il a révélé la présence d’un variant a I'état hétérozygote
identique chez 5 d’entre eux. Il s’agit d’'une délétion d’une thymine en position
64,532,000 selon la nomenclature de UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19)
de Février 2009. Ce variant est différent de I'unique SNP répertorié dans le
fragment étudié: rs224087(C/T). Il est situé entre les deux domaines conservés
de MSE, porteurs des sites de liaison aux facteurs POU et Sox10. Les 5 patients
qui en sont porteurs ne sont pas apparentés.

Or, la neuropathie amyélinisante congénitale secondaire a la délétion totale de
MSE était transmise selon un mode récessif chez le patient index. La
découverte chez nos patients d’'un nouveau variant hétérozygote dans la
séquence de MSE ne pourrait pas expliquer la pathologie par une inactivation
de cet enhancer.

De plus les études d’alighement de séquences d’ADN montrent que cette base
est peu conservée chez les Vertébrés, ce qui diminue fortement la probabilité

gue ce variant soit pathogene.
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Figure 24: Electrophorégramme montrant la séquence nucléotidique d’un patient porteur de la
délétion ponctuelle d’une thymine en position 64,532,000 (Nomenclature UCSC Genome Browser
GRCh37/hg19 de Février 2009) a I'état hétérozygote au niveau de MSE.

Il serait néanmoins intéressant d’étudier:

e La présence de ce variant chez les parents de ces patients, ce qui

permettrait afin d’évaluer son caractere pathogene ou non.

e La fréquence de ce variant chez des patients non atteints de CMT afin

d’étayer la thése d’un polymorphisme.

Enfin, 14 patients étaient porteurs du variant minoritaire du SNP rs224087,

dont 1 des 5 patients porteurs de la délétion ponctuelle de la thymine.
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E) Semi-quantification de MSE sur les ADN génomiques de 76
patients atteints de neuropathie de Charcot-Marie-Tooth

La reproductibilité de la PCR semi-quantitative de MSE mise au point au
laboratoire a été évaluée en analysants 3 patients témoins et 3 contréles. Pour
chaque patient, 3 réactions de PCR ont été effectuées, et chaque produit de
PCR a été analysé deux fois sur séquenceur capillaire.

Une moyenne des rapports d’aires sous la courbe entre MSE et le fragment de

référence a été calculée pour les patients témoins et controles (cf Tab.11)
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Moyenne
AUC AUC AUC MSE / Moyenne Ecart
par
PMP22 MSE AUC PMP22 par PCR type
patient
Migrationl 22801 9448 0.41
PCR1 0.405
Migration2 13473 5390 0.40
Migrationl 18181 7179 0.39
Témoin 1 PCR2 0.39 0.40 0.01
Migration2 11807 4660 0.39
Migrationl 36559 14526 0.40
PCR3 0.395
Migration2 32100 12630 0.39
Migrationl 16655 7013 0.42
PCR1 0.42
Migration2 | ---—---- [ - | e
Migrationl 13246 5080 0.38
Témoin 2 PCR2 0.39 0.41 0.02
Migration2 12384 4914 0.40
Migrationl 35389 14630 0.41
PCR3 0.405
Migration2 32510 12938 0.40
Migrationl 16404 7176 0.44
PCR1 0.435
Migration2 16763 7199 0.43
Migrationl | - | eeee | e
Témoin 3 PCR2 0.38 0.41 0.03
Migration2 13771 5208 0.38
Migrationl 31146 12440 0.40
PCR3 0.405
Migration2 36497 15101 0.41
Moyenne témoins 0.41 0.02
Migrationl 13582 11035 0.81
PCR1 0.815
Migration2 15595 12850 0.82
Migrationl 11397 9035 0.79
Controle 1 PCR2 0.76 0.79 0.03
Migration2 11435 8361 0.73
Migrationl 7130 5441 0.76
PCR3 0.78
Migration2 25878 20576 0.80
Migrationl 15483 12226 0.79
PCR1 0.80
Migration2 15579 12569 0.81
Migrationl 12084 8607 0.71
Contrdle 2 PCR2 0.75 0.77 0.03
Migration2 11470 9068 0.79
Migrationl 30605 23313 0.76
PCR3 0.745
Migration2 29049 21151 0.73
Migrationl 9084 7526 0.83
PCR1 0.83
Migration2 8025 6723 0.83
Migrationl 7161 5511 0.77
Controle 3 PCR2 0.79 0.79 0.04
Migration2 6169 5006 0.81
Migrationl 16911 12875 0.76
PCR3 0.76
Migration2 15379 11722 0.76
Moyenne contréles 0.78 0.03

Tableau 11: Evaluation de la PCR semi-quantificative de MSE sur 3 patients témoins (délétion
hétérozygote de MSE) et 3 contréles (non délétés). La reproductibilité de la technique a été évaluée

pour chaque patient sur 3 réactions de PCR et 2 analyses de fragment pour chaque réaction.
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Les valeurs d’écart-types étaient inférieures a 0,05. Enfin la technique montre
un bon pouvoir discriminant entre témoins et controles, avec des rapports AUC

MSE/PMP22 de 0.41 pour les témoins et 0.78 pour les controles (cf Fig. 24).
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Figure 25: Electrophorégrammes représentant le fragment de référence (premier pic: 1138pb) et
MSE (deuxiéme pic: 1218pb). La semi-quantification est effectuée en calculant le rapport d’aires sous
la courbe entre MSE et le fragment de référence. L'image du haut montre le tracé d’un patient
porteur des 2 alleles de MSE. L'image du bas montre le tracé d’un patient porteur d’une délétion
hétérozygote de MSE.

L'analyse semi-quantitative, effectuée sur 58 des patients inclus dans I'étude,
n’a montré aucune délétion (partielle ou totale) du fragment MSE étudié, ni a

I’état hétérozygote, ni a I'état homozygote.
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Les 18 autres patients n’ont pas pu étre semi-quantifiés du fait d’'un volume
résiduel trop faible d’extrait d’ADN.
Nous pouvons néanmoins exclure pour 6 d’entre eux une délétion totale du

fragment MSE étudié car ils sont hétérozygotes pour le SNP rs224087 (C/T).
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V) DISCUSSION
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Chez la souris, la comparaison des cinétiques respectives d’évolution des ARNm
Krox20 et de la protéine Krox20, entre E18,5 et P1, a permis de déceler une
différence notable. L’analyse en Western Blot confirme bien les résultats
antérieurs de I'immunohistochimie sur coupes de nerfs sciatiques: a savoir la
quasi-absence de la protéine Krox20 avant le jour de la naissance, puis son
apparition tres rapide, en I'espace de 24 heures. Entre ces deux phases, la
guantité d’ARNm Krox20 augmente faiblement et graduellement, comme cela
avait été décrit (104). Ainsi cela indique qu’entre E18,5 et P1, dans les CS,
I’augmentation des protéines Krox20, n’est pas due seulement aux variations
concomittantes des ARNm Krox20. Ce découplage entre ARNm et protéine
introduit I'existence d’une régulation de type post-transcriptionnelle: post-
transcriptionnelle immédiate (épissage, stabilité, localisation subcellulaire,...),

traductionnelle, ou post-traductionnelle.

A) Utilité d’une régulation post-transcriptionnelle de Krox20

Il est probable que les CS doivent produire une quantité importante de
protéine Krox20 trés rapidement apres la naissance. Dans ce cas la
transcription précoce des ARNm Krox20 servirait a constituer un pool,
immédiatement disponible pour la traduction le jour de la naissance.

Il est donc légitime de s’interroger sur la nécessité de repousser la synthese de
la protéine Krox20 au jour de la naissance:

de E15,5 jusqu’a la naissance, chez la souris, les ISC atteignent un pic de
prolifération afin d’atteindre un rapport de 1/1 avec les axones. Or |'action

promyélinisante de Krox20 est indissociable de son action antimitotique. Une
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traduction prématurée de Krox20 aboutirait a une non- prolifération des CS et

donc a une hypomyélinisation.

B) Leviers de la régulation post-transcriptionnelle de Krox20 pouvant
aboutir au découplage observé entre ’ARNm et la protéine chez la

souris

La régulation post-transcriptionnelle de Krox20 peut jouer:

1/Sur la localisation subcellulaire des ARNm Krox20, qui se traduit par une
inhibition de la traduction lorsqu’ils sont séquestrés dans le noyau.

2/Sur I'efficacité de la traduction des ARNm Krox20.

3/Sur la stabilité de la protéine Krox20 produite.

C) Exploration moléculaire du découplage entre les ARNm Krox20 et la

protéine Krox20

Le découplage observé pour Krox20 entre ARNm et protéine, a d’abord été
exploré en amont, en étudiant la structure des ARNm Krox20. La description in
vitro de deux variants majoritaires de '’ARNm Krox20 nous a amené a
rechercher leur présence in vivo dans les CS. L'apparition a tour de réle de deux
ARNmM Krox20 distincts serait intéressante, car elle serait corrélée avec I'allure
biphasique de la régulation de Krox20. De cette étude, plusieurs éventualités

peuvent se présenter.
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1) Cas ol les ARNm Krox20 subissent une modification de leur

structure

Ce découplage découlerait alors d’'une premiére régulation, soit
transcriptionnelle, soit par épissage alternatif. Son retentissement post-

transcriptionnel sur I'expression de Krox20 se situerait:

e au niveau traductionnel, par une régulation de [lefficacité de la

traduction.

e au niveau post-traductionnel: les ARNm Krox20 coderaient deux
isoformes de la protéine Krox20 qui n‘ont pas la méme stabilité: la

premiere se dégraderait rapidement alors que la deuxieme serait stable.

2) Cas ou la structure des ARNm Krox20 reste inchangée

Contrairement au cas précédent, la régulation générant ce découplage serait
initiée au niveau post-transcriptionnel. Le découplage résulterait du
recrutement successif de protéines de liaison a ’ARN aux actions antagonistes,
pouvant interférer avec la localisation subcellulaire des ARNm et/ou I'efficacité

de la traduction.
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D) Acteurs candidats de la régulation post-transcriptionnelle de Krox20

1) Les enhancers ISE et MSE

Le recrutement successif de deux enhancers de Krox20: ISE dans les ISC, et MSE

dans les CS myélinisantes a des périodes qui coincident avec les phases

négative puis positive de la régulation post-transcriptionnelle respectivement,

plaide en faveur d’'une action de ces premiers dans cette régulation. En effet, ils

pourraient gouverner chacun la synthese d'un ARNm Krox20 différent. Leur
intervention via deux promoteurs différents, se traduirait par un découplage
ARN/protéine au moment de la naissance qui dépend de modifications dans la
structure des ARNm Krox20. ISE et MSE sont activés respectivement avant et
apres la naissance, c’est pourquoi il est nécessaire de comparer les séquences
des ARNm Krox20 a E18,5 et P1.

Cette analyse est en cours de réalisation et se poursuit par le séquencage
complet des ARNm Krox20. La plateforme transcriptomique de I'IBENS s’est
dotée récemment d’un séquenceur haut débit. Cette acquisition représente
aussi une grande opportunité dans notre thématique, car elle permettrait non
seulement de séquencer le(s) ARNm Krox20 présent(s) dans les CS, mais aussi
d’appréhender les modifications de I'ensemble du transcriptome des CS, et
ainsi de mettre en lumiere d’autres acteurs de cette régulation.

La these d’un role d’ISE et MSE dans la régulation post-transcriptionnelle de
Krox20 est aussi corroborée par la prédiction par les bases de données
bioinformatiques, de I'existence de plusieurs transcrits différents (8 au total
chez la souris d’apres Ensembl). De plus, certains d’entre eux présenteraient

des sites d’initiation de transcription distincts, mettant ainsi en lumiere un
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systeme de promoteur alternatif, compatible avec l'intervention d’enhancer

différents.

2) Les protéines Quaking

Un autre acteur potentiel de cette régulation a été décrit dans les CS. Il s’agit
des protéines Quaking (QKI), dont existent plusieurs isoformes, variants
d’épissage d’'un méme transcrit primaire : QKI-5, -6, et -7 (105). Les protéines
Quaking sont des protéines de liaison a I’ARN qui appartiennent a la famille
STAR (Signal Transduction And RNA control)(106-107).

Dans les CS, Quaking exerce une régulation post-transcriptionnelle du géene
MBP via une séquence analogue (QRE) située en 3’UTR (108), retrouvée dans
les ARNm Krox20 (106).

Le réle de Quaking dans la myélinisation du SNC, par les oligodendrocytes est
connu. Dans le SNP, son rble n’a pas été prouvé in vivo, malgré sa présence
dans les CS. Il a été montré que les isoformes QKI-6 et -7 sont des régulateurs
positifs de la myélinisation. Leur inactivation inhibe la maturation des CS, et
entraine une diminution significative des ARNm Krox20. 1l est possible qu’au
moment de la maturation des CS en CS myélinisantes, un équilibre entre les
isoformes de Quaking, d’abord en faveur de QKI-5, soit déplacé vers QKI-6 et -7
(106).

L’ensemble de ces données oriente vers une action de QKI sur la stabilité des
ARNmM Krox20: dans un premier temps QKI-5 induirait la dégradation des ARNm
Krox20, puis dans un deuxieme temps QKI-6 et -7, augmenteraient leur
stabilité, ce qui se traduirait par l'augmentation de la protéine Krox20,

observée a la naissance. Au vu de nos derniers résultats, cette action ne peut
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contribuer que faiblement a la régulation de Krox20: en effet, seule, elle
n’induirait aucun découplage entre ARNm et protéine. Une autre action de QKI
a été démontrée sur les ARNm MBP dans les CS: elle consiste a réguler leur
export nucléaire, la traduction n’étant possible que lorsque les ARN messagers
sont dans le compartiment cytoplasmique. Ainsi les protéines QKI semblent
avoir une action multimodale sur leurs ARNm cibles, portant sur divers

parametres tels que la localisation subcellulaire et la stabilité.

3) Les microARN

Les microARN sont des ARN double brin de petite taille (environ 22
nucléotides) qui jouent un réle crucial dans la régulation des ARNm chez les
Eucaryotes. La maturation finale des microARN est médiée par un complexe
contenant Dicer, une ribonucléase de type Il qui clive les précurseurs des
microARN (environ 60 nucléotides) en fragment de 22 nucléotides. Les miARN
sont ensuite chargés dans le complexe RISC (RNA-induced silencing complex),
et fonctionnent comme des sondes qui repéerent la région 3’ non traduites de
leurs ARN messagers cibles. lls agissent sur eux en régulant négativement le
niveau de la traduction et aussi en induisant leur dégradation. Du fait du réle
crucial de Dicer, sa délétion aboutit a la suppression de I'activité des miARN.
Plusieurs études ont appliqué cette stratégie pour tester I'importance des
miARN dans certains tissus. Il a été montré que la perte de Dicer empéche la
différenciation des CS et la synthese de myéline en modifiant I’équilibre entre
les facteurs stimulateurs et inhibiteurs du processus de myélinisation (109).
Dans les CS déficientes en Dicer, la synthése de la protéine Krox20 tout comme
la plupart des protéines de myéline sont considérablement diminuées. A

I'inverse, I'expression de facteurs inhibiteurs de la myélinisation tels que Sox2
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est significativement augmentée. Ainsi la suppression des miARN passerait par
une levée de I'inhibition des facteurs antimyélinisants, contribuant a I'inhibition
secondaire de |I'expression de Krox20.

Peut-étre aussi que d’autres microARN auraient une action négative sur
I’expression de Krox20 avant la naissance. Cette inhibition serait ensuite levée
du fait d’'une modification de la structure des ARNm Krox20 ou des microARN

eux-mémes.

De toutes ces hypotheses, celle de l'implication des enhancers ISE et MSE

semble la plus séduisante. En effet, dans ce cas, le déficit d’Egr2 dans les CS du

patient décédé pourrait aussi étre secondaire a la réactivation d’ISE, dont

I’ARNmM serait soumis a une régulation post-transcriptionnelle négative.

E) Analyse qualitative et quantitative de MSE chez 76 patients atteints de

neuropathie de Charcot-Marie-Tooth
L'analyse de MSE sur une échantillon ciblé de 76 patients présentant des
formes démyélinisantes de CMT, séveres et de survenue précoce n’a révélé

aucune délétion de grande taille emportant tout ou partie de MSE.

Un nouveau variant consistant en une délétion ponctuelle de la thymine en

position 64,532,000 (GRCh37/hg19 : Février 2009) a été découvert a I'état

hétérozygote chez 5 patients non apparentés: se pose alors la question de la

corrélation entre ce variant et le phénotype des patients qui en sont porteurs.

Dans la famille du patient index atteint de la neuropathie amyélinisante

congénitale, la délétion emportant la totalité de MSE n’est pathologique qu’a
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I’état homozygote, et serait donc une anomalie récessive. En effet, les deux
parents, consanguins, tous deux porteurs d’une délétion hétérozygote sont
indemnes de la pathologie et ne présentent aucun signe électrophysiologique
infraclinique. Cependant, une surveillance neurologique pourrait détecter chez
eux une apparition retardée des signes cliniques (Funalot et al, soumis). De
plus, chez la souris l'inactivation d’un seul allele Krox20 ne perturbe pas le
développement du SNP.

Enfin, ce variant n’est situé sur aucun des sites de liaison aux facteurs de
transcription Sox10 et Octé6.

Si ce variant a réellement un effet inactivateur de la fonction enhancer de MSE,
il serait caractérisé comme une mutation récessive or il n’a pas été détecté a
I’état homozygote.

A l'inverse il serait intéressant de tester un effet gain de fonction de ce variant.
I a été démontré que la régulation de l'expression des genes codant les
protéines de myéline (notamment PMP22) est extrémement fine. Une
surexpression se traduit aussi par un défaut de myélinisation comme dans le
cas de la duplication de PMP22 dans les CMT1A. S’il était prouvé un tel effet
dans notre cas, ce variant serait considéré comme une mutation dominante.
Pour cela, il faudrait étudier les conséquences de ce variant sur la quantité des
ARNmM Egr2 et de la protéine Egr2 produits dans les CS d’un patient muté.

Afin de poursuivre I'analyse de la corrélation génotype-phénotype de ce
nouveau variant, il serait intéressant d’étudier les parents des patients mutés,
ainsi que la fréguence de ce variant chez une population contréle, indemne de

cette pathologie.
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Pour avoir une idée de la prévalence globale d’anomalies concernant MSE

telles qu’une délétion, il serait utile d’étudier un échantillon assez large de

patients atteints de formes sévéres de CMT démyélinisantes.

Le rendement diagnostigue d’anomalies concernant MSE pourrait étre

sensiblement amélioré grace a l'apport de I'histologie. En effet, I'étude

histologique sur biopsie nerveuse est rarement réalisée depuis |'apparition des
tests moléculaires. Elle est utile pour écarter un diagnostic différentiel de CMT
dans les cas sporadiques, ainsi que dans les formes familiales lorsque les
principales investigations génétiques n’ont pas été contributives (76). L'étude
histologique pourrait ici s’avérer utile pour sensibiliser la recherche des
atteintes de MSE dans les cas ou la séquence codante d’Egr2 n’est pas mutée.
Elle permettrait de rechercher les stigmates histologiques d’une déficience
pour Egr2 en mettant en évidence un bloquage des CS au stade promyélinisant,
une quasi-absence de myéline, une hyperplasie des CS et une transgression de

la frontiere SNC/SNP par des cellules gliales centrales.

Dans les situations ou aucune anomalie n’est détectée au niveau de MSE:

e il serait intéressant de se pencher sur les différents « partenaires » d’

Egr2 dans les situations évocatrices d’une dysfonction a son niveau. Les

protéines Nabl et Nab2 sont de bons candidats étant donné qu’ils sont
des agonistes importants de son activité transcriptionnelle, stimulatrice
comme inhibitrice, sur ses cibles. Oct6, de par sa position directement en

amont d’Egr2 est aussi une piste privilégiée.
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e lerole précis d’ISE, tout comme sa séquence, n'ont pas été caractérisés a

ce jour. Etant donné que les périodes d’activation d’ISE et MSE se
succédent avec un treés court overlapping, I’étude de la nature de leurs
interactions pourrait permettre une meilleure compréhension de
I’expression d’Egr2. |l est possible que ces deux enhancers s’antagonisent
mutuellement: I'extinction d’ISE représenterait dans ce cas une condition
obligatoire a I'activation de MSE, et sa suractivation aboutirait a une

hypomyélinisation du SNP par inactivation d’Egr2.
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CONCLUSION
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Nos résultats chez la souris suggerent fortement que le géne Krox20 est soumis
a une régulation post-transcriptionnelle au cours du développement du SNP
chez la souris. En effet, I'analyse semi-quantitative des ARNm Krox20 et des
protéines Krox20, a E18,5 et P1, a confirmé I'existence d’un découplage entre
leur cinétiques, révélant une régulation post-transcriptionnelle, d’abord
négative jusqu’a la naissance, puis positive. Parmi les hypotheses sur le
mécanisme de cette régulation, les enhancers ISE et MSE sont de bons
candidats dans la mesure ou leur activation est synchronisée avec les phases
négative et positive de la régulation, respectivement. L’étude de la relation
entre ISE/MSE et cette régulation mérite d’étre poursuivie. Dans cette
direction, I'étude de la structure du(des) ARNm Krox20 observé(s) au cours du
développement du SNP pourrait nous fournir des réponses intéressantes.

L’établissement formel d’une relation entre les 2 enhancers et la régulation
post-transcriptionnelle de Krox20 serait tres intéressant. En effet, cela rendrait
probable I'hypothese selon laquelle la délétion homozygote de MSE entraine
une réactivation d’ISE, (de maniére similaire a ce qui est observé au cours des
expériences de dégénerescence Wallerienne dans les nerfs de souris (92)), et
donc la transcription d’'un ARNm soumis a une régulation post-

transcriptionnelle négative.

La position centrale occupée par MSE dans la régulation d’Egr2 nous a conduit
a évaluer la pertinence de son exploration chez 76 patients atteints de CMT qui

ne portent pas de mutation dans la séquence codante du gene.

Nous avons a cette occasion mis au point une technique d’analyse semi-

guantitative de MSE fiable et reproductible.
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L'analyse n’a montré aucune anomalie quantitative de MSE, mais a pu mettre
en évidence un nouveau variant: une délétion ponctuelle de la base T en
position 64,532,000 (GRCh37/hg19 ; Février 2009) a I'état hétérozygote, dont
I’analyse de la corrélation génotype-phénotype reste a poursuivre, méme si son

caractere pathogene est peu probable.

L'introduction de MSE dans I'algorithme diagnostique des CMT démyélinisantes
précoces et séveres pourrait améliorer le conseil génétique des familles
touchées par cette pathologie. Elle pourrait aussi permettre d’approfondir la
compréhension des interactions entre MSE et les autres acteurs de la
régulation de I'expression d’Egr2, ouvrant la voie a des thérapeutiques ciblées

ayant la capacité de moduler le niveau d’expression de ce gene clé.

Enfin, 'exemple du patient décédé de la neuropathie nous rappelle que
I'analyse des seules régions codantes des genes candidats de maladies

héréditaires ne permet pas d’éviter des impasses diagnostiques.
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Les neuropathies de Charcot-Marie-Tooth regroupent un ensemble hétérogéne de neuropathies héréditaires, parfois
mortelles, dont la prévalence globale est de 1/2500 dans la population générale. On distingue classiquement les formes
démyélinisantes des formes axonales. Parmi les nombreux génes impliqués dans les formes démyélinisantes, Krox20/Egr2
est un régulateur central du processus de myélinisation par les cellules de Schwann.

Notre travail fait suite a la découverte, chez un nourisson décédé d’une neuropathie amyélinisante congénitale, d’un déficit
en Egr2 dans les cellules de Schwann secondaire a la délétion homozygote d’une séquence « enhancer »: Myelinating
Schwann cell Element (MSE). Deux hypothéses s’affrontent pour expliquer le phénotype observé: la délétion de MSE
empécherait toute transcription d’Egr2 dans les cellules de Schwann, ou bien elle induirait la réactivation de I'« enhancer »
ISE (Immature Schwann cell Element), gouvernant la transcription d’un ARNm soumis a une régulation post-
transcriptionnelle négative.

Nous avons prouvé chez la souris I'existence d’une régulation post-transcriptionnelle de Krox20 qui est rattachable a
I’activation de ces 2 enhancers, sur des arguments de simultanéité. Ces résultats rendent plausible la deuxieme hypothése
permettant d’expliquer le phénotype pathologique du patient index.

Nous avons ensuite exploré MSE sur un échantillon de 76 patients dont la séquence codante du géne Egr2 n’est pas mutée.
Nous avons a cette occasion mis au point une technique reproductible de PCR semi-quantitative de MSE. Nous avons
également identifié un nouveau variant dans sa séquence, a I'état hétérozygote, chez 5 patients non apparentés, dont
I'analyse de la corrélation génotype-phénotype est en cours.

L’exploration de MSE sur une large population permettrait d’améliorer le diagnostic moléculaire et le conseil génétique des
familles dans les formes séveres de CMT démyélinisantes, en identifiant de nouvelles mutations. Ce travail nous rappelle
enfin que le diagnostic génétique ne doit pas se limiter a I'analyse des seules régions codantes du génome.

STUDY OF THE INVOLVEMENT OF CIS-REGULATORY SEQUENCES OF Egr2/Krox20 GENE IN
DEMYELINATING FORMS OF CHARCOT-MARIE-TOOTH DISEASES

Charcot-Marie-Tooth diseases include a heterogeneous group of hereditary neuropathies, sometimes fatal, the overall
prevalence is about 1/2500 in the general population. Are conventionally distinguished demyelinating forms from axonal
ones. Among the many genes involved in the demyelinating forms, Krox20/Egr2 is a central regulator of myelination by
Schwann cells.

Our work follows the discovery in an infant died of congenital amyelinating neuropathy, of an Egr2 deficiency in Schwann
cells, secondary to homozygous deletion of a enhancer sequence named Myelinating Schwann cell Element (MSE) . Two
hypotheses may explain the observed phenotype: deletion of MSE would prevent any transcription of Egr2 in Schwann
cells, or it would lead to the reactivation of the ISE enhancer (Immature Schwann cell Element), which would govern
transcription of an mRNA subject to negative post-transcriptional regulation.

We have put in evidence a post-transcriptional regulation of Krox20 in mice, which could be linked to the activation of these
two enhancers, on arguments of simultaneity. These results make plausible the second hypothesis to explain the
pathological phenotype of the patient.

We then explored MSE in 76 patients whom the Krox20 gene coding sequence is not mutated. On this occasion we
developed a reproducible technique semi-quantitative PCR of MSE. We have also identified a new heterozygous variant in
its sequence in five unrelated patient, whose analysis of genotype-phenotype correlation is in progress.

The exploration of MSE on a large population would improve the molecular diagnosis and genetic counseling of families in
severe forms of demyelinating CMT, by identifying new mutations. Finally, this work reminds us that genetic diagnosis
should not be limited to analyzing only the coding regions of the genome.

Doctorat de médecine, biologie médicale (spécialité Génétique)

Mots clés: myéline, Charcot-Marie-Tooth, Egr2/Krox20, myelinating schwann cell element, régulation post-
transcriptionnelle, délétion, variant
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