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AVANT-PROPOS

Le travail de these exposé dans ce manuscrit a pour objectif d'étudier la régulation
des génes de la myéline et la modifications du cytosquelette des cellules de Schwann
(CS) par la voie Wnt a la fois dans un contexte physiologique et dans un contexte

lésionnel.

Les cellules de Schwann font partie du systéme nerveux périphérique (SNP) et ont
pour fonction la myélinisation des axones. La gaine de myéline contribue a isoler
électriquement l'axone sous-jacent permettant ainsi une conduction rapide et saltatoire
de l'influx nerveux. La formation de la gaine de myéline est un processus trés complexe
et finement régulé. Il démarre par une prolifération de cellules progénitrices, puis une
différenciation en cellules myélinisantes. Les membranes plasmiques de ces cellules
s’enroulent autours des axones des neurones et expriment les genes de la myéline. Ces
derniers sont eux aussi étroitement régulés et la moindre surexpression ou sous-
expression entraine des pathologies neurologiques invalidantes. En effet, dans le SNP,
une altération dans les génes codants pour des protéines de contact cellulaire (PMP22 et
MPZ, les deux genes majeurs de la myéline du SNP) entraine des neuropathies
sensitivomotrices comme les maladies de Charcot-Marie-Tooth (CMT). La forme CMT1A,
la plus fréquente, est due a une surexpression de la PMP22. La gaine de myéline est
affectée, provoquant un ralentissement de la conduction nerveuse. Le
dysfonctionnement du nerf périphérique entralne un déficit sensitif et moteur des
muscles des extrémités des membres, ce qui occasionne la plupart du temps une perte

de fonction et un handicap d’aggravation progressive.

Les lésions de la myéline peuvent aussi étre provoquées par des traumatismes
physiques (pincement ou lésion du nerf) ou inflammatoires. Ils déclencheront une
activation du systéme immunitaire qui peut completement dégrader la myéline et

induire des lésions axonales irréversibles.

Les relations étroites qui unissent I'axone a la cellule de Schwann sont établies au cours
du développement, perdurent jusqu'a l'dge adulte et sont renforcées en cas de

pathologies. Les dialogues entre ces deux partenaires ainsi qu'avec leur environnement
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passent par de tres nombreuses voies de signalisation. L'une d’elle est étudiée depuis
longtemps au sein du laboratoire, la voie Wnt. Cette famille de glycoprotéines
morphogenes est fondamentale au cours du développement puisqu’elle participe a
I'établissement des axes de l'organisme. Elle intervient également au cours des
phénomenes de prolifération, migration, polarisation, division et apoptose. Au sein du
systéeme nerveux, la voie Wnt participe au développement axonal et dendritique, au
devenir des progéniteurs neuronauy, a la synaptogénese [1], au bon fonctionnement et a
la viabilit¢é des neurones [2]. Récemment, des expériences du surexpression de
'effecteur final de la voie Wnt, la B-caténine, ont montré son implication au cours du
développement des cellules myélinisantes du systéeme nerveux central, les

oligodendrocytes [3].

Au regard de I'importance de cette voie de signalisation au sein du systéme nerveux et
du fait de I’étroite relation entre la cellule nerveuse et la cellule de Schwann, nous nous

sommes posé plusieurs questions :

- Quels roles jouent les voies Wnt au cours de la myélinisation du systéme nerveux

périphérique ?

- Quelle est l'implication de la voie Wnt canonique lors d'un phénomeéne

traumatique in vitro et in vivo ?

- Quels sont les effets des partenaires de la voie de signalisation sur le

cytosquelette de la cellule de Schwann ?

12
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I. Le systeme nerveux

Le systéme nerveux est composé de deux parties :
- le systeme nerveux central (SNC) qui comprend le cerveau, le tronc cérébral,
le cervelet et la moelle épiniere ;
- le systéme nerveux périphérique (SNP) qui comprend les nerfs et ganglions
périphériques ;
Le systeme nerveux est constitué de deux types cellulaires : les neurones et les cellules

gliales.

1. Les neurones

Les neurones (cellules nerveuses) sont spécialisés dans la création et la propagation du
potentiel d’action, impulsion électrique qui résulte de I'ouverture et de la fermeture de
certains canaux ioniques voltages dépendants. Ces cellules peuvent synthétiser des
neurotransmetteurs et des hormones.

[Is sont constitués de quatre régions ayant des roles bien spécifiques (Figure 1) :

- un corps cellulaire ou péricaryon qui contient le noyau et est le site
préférentiel de synthese des protéines et des membranes neuronales ;

- les dendrites qui sont les prolongements convertissant les signaux chimiques
provenant de terminaisons axonales d’autres neurones en impulsions
électriques ;

- une longue extension cytoplasmique, I'axone, qui est le prolongement efférent
spécialisé dans la conduction des potentiels d’action ;

- la terminaison axonale qui est une petite ramification de I’axone formant une

synapse avec d’autres cellules.

16



Figure 1 : Structure d’'un neurone [4]. En (A) est représenté un neurone multipolaire, en (B), un

neurone bipolaire.

Cette structure générale peut présenter des variations d’'un neurone a l'autre. On
distingue ainsi d’importantes variabilités de formes (étoilée, fusiforme, conique,
polyédrique, sphérique, pyramidale) et de tailles (petit, moyen, grand ou géant) du corps
cellulaire. Les prolongements sont de nombres et de tailles variables. Ainsi, les neurones
du systéeme nerveux central ont des dendrites extrémement longues avec des
ramifications complexes pour leur permettre de former des synapses avec un grand
nombre d’autres neurones et d’en recevoir les signaux. Certains axones peuvent, par
exemple, faire leurs synapses directement sur le corps cellulaire ou méme sur 1'axone

d'un autre neurone.

Le dialogue entre les neurones se fait par l'intermédiaire de messagers chimiques
appelés neurotransmetteurs. Ils sont sécrétés par I'extrémité axonale (axone
présynaptique) dans la fente synaptique et interagissent avec leurs récepteurs
spécifiques, situés sur la membrane postsynaptique. La fixation du neurotransmetteur
sur son récepteur induit une dépolarisation de la membrane du neurone postsynaptique
qui va s’étendre le long de la dendrite vers le péricaryon puis de ce dernier vers I'axone
et induire au niveau d’'une autre synapse la sécrétion de neurotransmetteurs. En
fonction de la nature du neurotransmetteur (excitateur ou inhibiteur), la dépolarisation

membranaire sera excitatrice ou inhibitrice.
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On distingue différents types de neurones selon que I'on choisisse le critere fonctionnel

ou morphologique.
D'un point de vue fonctionnel :

- les neurones sensoriels recoivent les messages des récepteurs sensoriels et les
transmettent au systeme nerveux central ;

- les neurones moteurs conduisent la commande motrice du cortex a la moelle
épiniére ou de la moelle aux muscles ;

- des interneurones connectent entre eux différents neurones a l'intérieur du
cerveau.

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

corps cellulaire, on distingue :

- les neurones pseudo-unipolaires qui ont un court prolongement qui se subdivise
rapidement en deux, I'un faisant office de dendrite, I'autre d'axone ;

- les neurones multipolaires qui ont de courtes dendrites émanant du corps
cellulaire et un long axone ;

- les neurones bipolaires qui ont deux prolongements principaux de longueur

similaire.

2. Les cellules gliales

Les cellules gliales sont bien plus que des cellules de soutien, role qui leur a
longtemps été dévolu. Ainsi, elles participent au développement du systéeme nerveux et
contribuent au fontionnement physiologique du systeme nerveux. Elles communiquent
entres elles et avec les cellules nerveuses par I'intermédiaire de médiateurs chimiques.
Ces derniers se fixent aux nombreux récepteurs présents a la surface et le signal est
transduit par l'intermédiaire des canaux ioniques voltages dépendants. Les cellules
gliales sont treés fortement majoritaires au sein du systeme nerveux (90%) et peuvent
étre classées en deux sous-parties : la microglie et la macroglie. Les cellules microgliales
sont spécifiques du SNC, elles représentent 5 a 25% des cellules du cerveau. Elles
participent a la défense immunitaire du cerveau en éliminant par phagocytose les débris
cellulaires, en permettant la présentation de l'antigene et la sécrétion de différents
facteurs trophiques ou toxiques comme les cytokines, les facteurs de croissance ou les

radicaux libres. Leur role va bien au-dela de celui de sentinelles immunitaires du
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systeme nerveux central, elles participent a la neuroprotection et influencent la
régénération et la neurogénese. Les cellules macrogliales, quant a elles, sont présentes a
la fois dans le SNC (astrocytes, oligodendrocytes et épendymocytes) et le SNP (cellules

de Schwann et cellules satellites).

2.1. Les cellules gliales du SNC

* les épendymocytes forment un pseudo-épithélium simple délimitant les
différentes cavités du systéeme nerveux central. Ces cellules sont aussi
responsables de la synthese et de la circulation du liquide céphalo-rachidien
(LCR).

* les astrocytes sont de loin les cellules les plus nombreuses. De forme étoilée, ils
assurent un support mécanique et trophique aux neurones. Ils jouent un role
nourricier, assurent I'homéostasie du milieu extracellulaire, controlent le pH et la
concentration en neurotransmetteurs.

On distingue les astrocytes de type I en contact avec les capillaires sanguins et les
astrocytes de type II qui sont étroitement associés aux synapses empéchant ainsi
toute fuite de neurotransmetteur. Par ailleurs, ils participent a 1’élimination de

déchets de toutes sortes en les reversant dans les capillaires sanguins.

o \.’
Capillary . ‘
(
- l —
Gap N
Oligodendrocyte Astrocyte junction L

Node of

Ranvier Periaxonal

space

Figure 2: Partenaires gliaux du SNC [5]. Les oligodendrocytes myélinisent les axones. Ils sont en
contact étroit avec les astrocytes par l'intermédiaire de jonctions gap. Ces derniers établissent le contact

avec la barriere hémato-encéphalique.
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* les oligodendrocytes synthétisent la gaine de myéline entourant les axones de
nombreux neurones. La gaine de myéline est formée par I'enroulement en spirale
des extensions plasmatiques des cellules gliales autour d’'un axone, suivi de
I'extrusion du cytoplasme et de la compaction des différentes couches
membranaires. Cette structure permet une isolation électrique autour des axones
et optimise la vitesse de conduction de l'influx nerveux, grace a la conduction
saltatoire d’'un nceud de Ranvier a I'autre.

La gaine de myéline est riche en lipides, particulierement en glycosphingolipides
et en cholestérol. Ce dernier est essentiel au bon fonctionnement physiologique
puisque les souris dont les oligodendrocytes ne synthétisent pas de cholestérol
présentent un retard de myélinisation qui peut étre en partie compensé par un
apport de cholestérol exogeéne [6]. Les différentes protéines de la myéline qui
existent présentent des localisations et des proportions différentes dans le SNC et

le SNP.

Myelin sheath

Neuron

L O \ @ Antigens resident in neurons
\ / Antigens resident in oligodendrocytes

Oligodendrocyte
@ Proteins encoded by foreign DNA

Figure 3 : Structure de la gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes [7]. Les protéines
PLP et MBP sont fondamentales pour le maintien de I'architecture et de la compaction de la gaine de

myéline du SNC.

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

oligodendrocytes sont la Myelin Proteolipid Protein (PLP/DM-20) ainsi que la
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Myelin Basic Protein (MBP) qui constituent a elles seules 80% des protéines
totales (Figure 3). Dans des proportions nettement moins abondantes, on
retrouve la Myelin-Associated Glycoprotein (MAG), la Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein (MOG) ou encore 2":3’-Cyclic Nucleotide 3’-Phosphodiesterase
(CNP). Leurs localisations sub-cellulaire montrent des répartitions tres

spécifiques.

La PLP représente pres de la moitié des protéines de la myéline du SNC.
L’épissage alternatif est responsable de deux formes de la protéine. La plus
longue, PLP, est exprimée majoritairement dans le SNC. La plus courte, DM-20,
est tronquée d'une boucle de 35 acides aminés normalement exposée a la face
cytoplasmique et indispensable aux bonnes compaction et stabilité de
I'architecture multilamellaire. DM-20 semble étre la forme ancestrale de la PLP et
'apparition de cette boucle de 35 acides aminés pourrait dater de 300 millions
d’années et étre apparue chez les amphibiens [8]. Elle est aussi exprimée dans les
tubes séminiferes, les cellules myocardiques, le thymus et la rate. Ces deux
isoformes ne semblent pas étre interchangeables car linvalidation par
transgénese de I'isoforme spécifique de PLP chez la souris n’est pas entierement
compensée [9].

Le géne codant ces protéines est localisé sur le chromosome X en position Xq22
chez 'Homme et dans la zone H2C chez la souris. Il mesure 45 kb et est composé
de 7 exons. La PLP est une protéine hautement conservée chez les mammiferes
(pas plus d'un ou deux résidus différents entre les espéces). Ainsi, les formes
humaines et murines présentent une homologie de séquence de 100%. La
protéine PLP est formée de 4 hélices a hydrophobes formant des domaines
transmembranaires, de 2 domaines extracellulaires et de 3 domaines
cytoplasmiques (comprenant les extrémités NH2 et COOH). De plus, elle possede
des modifications covalentes puisque 6 acides gras (seulement 4 pour DM-20) lui
sont ajoutés sur des résidus de cystéine par un mécanisme autocatalytique post-
transcriptionnel [10].

Différentes fonctions ont été proposées pour PLP-DM20 telles qu'un canal
ionique pour les petites molécules [11] ou encore un précurseur de « secreted

mitogen » [12]. L'invalidation de la PLP chez la souris par Knock-Out (KO) ou
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ARN anti-sens démontre la formation d'une myéline compacte par les
oligodendrocytes. Cependant, l'ultrastructure de la myéline montre une
« condensation des lignes intrapériodiques » corrélée avec une réduction de sa
stabilité [13]. Ainsi, la PLP et sa boucle cytoplasmique de 35 acides aminés
permet de stabiliser les jonctions membranaires aprés compaction de la myéline
[14]. Enfin, la découverte que PLP mais pas DM-20 pouvait interagir avec I'ay-
intégrine suggere un role de cette protéine comme médiateur de signaux
intracellulaires importants pour le développement oligodendroglial [15].

Des mutations dans le gene PLP provoquent chez 'Homme la maladie de
Pelizaeus-Merzbacher (PMD), une pathologie du systeme nerveux central qui
affecte la coordination, les fonctions motrices et cognitives. La PMD fait partie
d’'un groupe de maladies génétiques qui affectent la myéline, appelées les
leucodystrophies. La cause la plus courante de la maladie PMD est la
surexpression de la PLP par duplication du gene. Mais elle peut aussi étre due a
une perte totale de I'expression de la PLP (délétion entiere du géne ou mutation
non sens au début de la séquence codante) ou encore a des mutations ponctuelles

[16].

La MBP représente 30% des protéines de la myéline du SNC. Les deux isoformes
majeures de la MBP chez 'Homme font respectivement 18,5 et 17,2 kDa contre
18,5 et 14 kDa chez la souris, constituant 95% des MBPs. Le gene codant les
protéines MBP est localisé en 18922 et mesure 45 kb dans I'espece humaine.
Celui de la souris ne présente que peu de différences, puisqu’il est localisé sur le
chromosome 18 et mesure 32 kb chez la souris. Les isoformes de MBP
proviennent d'un épissage alternatif du gene de la MBP qui contient 7 exons. Chez
la souris, il existe au moins 7 transcrits et d’autres variants d’épissage sont aussi
exprimés pendant I'embryogeneése. Elle est la seule protéine fondamentale a la
structuration de l'architecture de la myéline du SNC. Le modele de souris
Shiverer qui présente une délétion naturelle d’'une grande part du gene codant
pour la protéine MBP, ne posséde pratiquement pas de myéline compacte dans le
SNC [17]. Le rat “ Long Evans shaker ”, portant une mutation de MBP entrainant
une transcription aberrante, ne possede pas non plus de myéline compacte dans

le SNC [18]. La protéine MBP est aussi exprimée dans de faibles proportions dans
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le SNP. Toutefois, elle n’est pas nécessaire a la constitution de la gaine de myéline
du fait de l'action des autres protéines de la myéline périphérique telles que
Myelin Protein Zero (MPZ ou P0) et Peripheral Myelin Protein 22 kD (PMP22)
[19].

2.2. Lescellules gliales du SNP

* Les cellules satellites ont une fonction analogue aux astrocytes. Elles entourent
les neurones sensoriels et autonomes. Ces cellules assurent la fonction de
“charpente” et également de nutrition des neurones.

* Les CS sont les cellules myélinisantes. A la différence des oligodendrocytes du
systeme nerveux central qui myélinisent plusieurs axones, une cellule de

Schwann ne synthétise qu’une gaine par axone (Figure 4).
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Figure 4 : Cellule de Schwann formant une gaine de myéline [5]. La myéline compacte (en violet clair)
sert d'isolant tandis que la partie non compacte (violet foncé) est en continuitée avec le cytoplasme de la
celule gliale permettant d’amener les nutriments au plus pres du périaxone (jaune). Les incisions de

Schmidt-Lanterman (SLI) sont liées par des jonction gap quand elles sont superposées.

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

développement, leur fonctionnement et leur régénérescence. Les CS établissent un
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dialogue avec les neurones en développement par lintermédiaire de facteurs
neurotrophiques et en constituant un support, une matrice extracellulaire.

A la maniére des oligodendrocytes du SNC, les CS synthétisent la gaine de myéline
indipensable a la conduction saltatoire et rapide de 'influx nerveux.

Enfin, les CS favorisent la repousse axonale a la suite d'une lésion. Aprés s’étre
dédifférenciées, elles peuvent se multiplier et créer un environnement favorable et
adapté a la repousse puis a la remyélinisation.

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

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

La PO ou MPZ représente 50% des protéines de la myéline périphérique. Le géne codant
pour PO est localisé sur le chromosome 1 en position 1q22-q23 chez 'Homme. Il
comporte 6 exons répartis sur 7kb. Son expression est spécifique des cellules de
Schwann matures. Sa séquence présente 95% d’homologie entre 'homme et le rat [20].
Ce geéne code pour une protéine de 219 Acides Aminés (AA), qui possede un domaine
extracellulaire, un domaine transmembranaire unique et un domaine cytoplasmique
[21]. Elle fait partie d’'une large famille de protéines d’adhésion ayant des domaines
immunoglobines (Ig)-like [22]. De trés nombreuses expériences ont montré I'implication
de la protéine PO dans le maintien de I'architecture, I'adhérence et la compaction de la
gaine de myéline. Les recombinaisons homologues effectuées chez la souris en vue
d’'inactiver le géne PO provoquent I'’hypomyélinisation des axones et d’importants
troubles de la coordination motrice [23]. Des études sur les cellules CHO (Chinese
Hamster Ovary) ont montré que PO peut agir comme une molécule d’adhésion
homophile par I'intermédiaire de son domaine extracellulaire [24], comme les autres
membres de la superfamille des immunoglobulines. Le domaine intracellulaire participe
aussi a 'adhésion avec le domaine extracellulaire comme en attestent des expériences in
vitro de mutations dans ce domaine bloquant l'adhésion homotypique [25] et
provoquant certaines formes particulierement séveres de maladies démyélinisantes
[26]. De plus, la co-expression de la forme sauvage de PO et de la forme tronquée du
domaine intracellulaire entraine in vitro une perte de 'adhésion, probablement a cause
de I'effet dominant négatif de la protéine tronquée [27]. La délétion d’'une séquence de
14 AA dans ce domaine abolit aussi I'adhésion in vitro. De plus, des mutations

ponctuelles de cette séquence alterent un motif de substrat pour PKCoa. PKCa et le
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récepteur de la kinase C activée (RACK1) sont co-immunoprécipités dans les cellules
exprimant PO sauvage mais pas dans celles ou PO est mutée dans cette séquence de 14
AA. L’ensemble de ces résultats suggere que la phosphorylation par PKC est importante
pour la régulation de I'adhésion de PO. Un patient atteint de Charcot-Marie-Tooth (CMT)
avec une mutation dans la PO au niveau du domaine cible a la phosphorylation par la
PKC a été identifié, ce qui laisse penser que la rupture de I'adhésion peut étre associée
avec la démyélinisation [28]. Enfin le domaine cytoplasmique de PO joue aussi un role
important dans la compaction du cytoplasme des cellules de Schwann et dans la
formation de la ligne dense principale de la myéline du SNP. Ceci grace a une interaction
entre PO et la MBP car les souris invalidées pour la PO et la MBP ne possédent plus cette
ligne dense [29] alors que les cellules de Schwann des souris invalidées pour la PO
uniquement peuvent former la ligne dense [23]. Le role joué par PO sur la compaction de
la myéline via son domaine cytoplasmique est encore inconnu. Cependant une
hypothése serait que les résidus basiques de ce domaine interagissent avec les

phospholipides adjacents [30, 31].

La PMP22 représente environ 5% des protéines de la myéline périphérique. C’est une
petite glycoprotéine hydrophobe qui est principalement exprimée dans les cellules de
Schwann comme composant de la myéline du SNP. De nombreux travaux de génétique
moléculaire ont révélé que les mutations, délétions et duplications touchant la PMP22
sont responsables de la forme la plus courante de la maladie démyélinisante de Charcot-
Marie-Tooth, la CMT1A [32] mais aussi d’autres neuropathies héréditaires telles que le
syndrome Dejerine-Sottas et HNPP (Hereditary Neuropathy with liability to Pressure
Plasies). Chez 'Homme, le géne est localisé sur le chromosome 17, le bras court en
position 22 et code pour une protéine de 160 acides aminés et de 18kDa composée de 4
domaines transmembranaires et 2 domaines extracellulaires. L’ARNm de PMP22 est
majoritairement exprimé dans le SNP, au niveau des nerfs sciatiques, mais également,
dans de faibles proportions, dans le SNC. Les séquences humaines et murines présentent
86% d’homologie. Parmis celles-ci, on retrouve une séquence de N-glycosylation ainsi
que la partie membranaire.

A la suite d'une lésion nerveuse, 'expression de PMP22 décroit tres rapidement dans la
partie distale et est fortement induite lors de la régénération. La fonction de la protéine

est assez mal connue. Plusieurs études ont suggéré un réle de PMP22 dans le controle de
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la prolifération et de 'apoptose des cellules de Schwann [33]. La majeure partie des
connaissances concernant la fonction de PMP22 est issue de son implication dans les
maladies dégénératives. Comme souvent, I'étude de souris mutantes, les souris Trembler
(Tr), permet de déterminer la fonction de la protéine. La mutation Tr affecte un résidu
localisé dans le dernier domaine hydrophobe de la protéine et engendre un défaut dans
le trafic cellulaire de la protéine qui entraine une hypomyélinisation ainsi qu’'une
prolifération des cellules de Schwann et une réduction de la conduction nerveuse. La
mutation Tr-] concerne, elle, un résidu du premier domaine hydrophobe et affecte aussi
le trafic cellulaire de la protéine. Les symptomes sont les mémes que ceux de la souris Tr
mais ils sont moins prononcés. Des souris [34] et des rats [35] possédant des copies
supplémentaires de PMP22 ont été générés. Ces animaux développent des phénotypes
treés proches de la maladie démyélinisante de Charcot-Marie-Tooth de type 1A (CMT1A).
Ceci prouve qu’'une augmentation de 'expression de PMP22 est suffisante pour causer
un défaut de myéline dans le SNP. Les souris PMP22-/-, quant a elles, se développent
normalement jusqu’a la deuxieme semaine ou elles présentent des difficultés de

déplacement associées avec une hypermyélinisation du SNP [36].

3. La myélinisation

3.1. Développement et différenciation des cellules de Schwann

Les CS sont originaires des cellules souches multipotentes de la créte neurale
également a I'origine des neurones et des mélanocytes [37]. Au cours de la neurulation,
la plaque neurale se situant sur la face dorsale de 'embryon s’invagine et forme le tube
neural par fusion des bordures. Les cellules de la créte neurale débutent leur migration
dans deux directions distinctes. Latéralement, elles donneront naissance aux
meélanocytes (Figure 5, fleche 1) et ventralement, elles donneront les neurones des
ganglions sensitifs (Figure 5, fleche 2), les neurones autonomes et la glie (Figure 5,

fleche 3).

A chaque étape de leur développement, les cellules de la lignée schwannienne
nouent des relations spécifiques avec les cellules environnantes et en particulier les
neurones. Ainsi, les cellules de la créte neurale migrent tout le long de la matrice

extracellulaire, puis les précurseurs des CS et les CS embryonnaires établissent des
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contacts étroits avec les neurones (axones). La lame basale qui est absente au stade
"cellules de la créte neurale" et "précurseurs des CS" apparait dans les CS. Les relations
entre ces différentes composantes se font par l'intermédiaire de protéines de

signalisation qui varient au fil du développement.

Primitive streak
Neural plate

Neural Fold

ﬁy

Neural tube

No:ochord‘

Figure 5 : Schéma de migration des cellules de la créte neurale [37]. Au cours de la neurulation, la
plaque neurale s’invagine, forme un sillon, les bordures fusionnent pour donner le tube neural. Puis, les

cellules de la créte neurale se détachent et débutent leur migration.

Ces cellules souches subissent des maturations et des différenciations successives
pour donner des cellules myélinisantes matures. Les cellules souches de la créte neurale
entrent en différenciation et donnent apres 12 a 13 jours de vie embryonnaire (E) chez
la souris (E14-15 chez le rat) des précurseurs de CS. A ce stade, les cellules nerveuses
sont indispensables a la survie des précurseurs. Ces derniers migrent le long des
neurones et se différencient ensuite, entre E13 et E15 (E15-E17 chez le rat), en CS
embryonnaires. Elles dépendent des neurones pour poursuivre leur différenciation. A la
naissance, et en fonction du diametre de l'axone associé, les CS embryonnaires
s'engagent dans deux voies de différenciation distinctes. Pour un diametre axonal de 0,8

a 1 pm, les CS embryonnaires s’orientent vers le phénotype myélinisant pour former une
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gaine de myéline en passant par un stade intermédiaire de maturation, celui des CS
prémyélinisantes. Pour un diametre inférieur, les CS embryonnaires deviennent des CS
non-myélinisantes dont les extensions cytoplasmiques entourent plusieurs axones de
maniere individuelle (les axones sont isolés les uns des autres) et forment les fibres de
Remak. Les CS myélinisantes matures sont désormais autonomes pour leur survie
cellulaire et cessent leur prolifération [38]. Les CS sont douées d’une forte plasticité. A la
suite d’'une lésion, les CS matures peuvent se dédifférencier jusqu'a un stade CS

embryonnaires puis proliférer de nouveau (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma du processus de maturation des cellules de Schwann [37].

Le développement embryonnaire des CS comprend plusieurs stades : les cellules de la créte neurale, les
précurseurs de CS et enfin les CS immatures. Le destin de ces cellules dépend du diameétre de I'axone a
laquelle elles sont associées et de facteurs neuronaux. La différenciation est réversible lorsque

I'interaction neurone/Schwann est perdue (fleches en pointillé).

3.2. Les marqueurs exprimés au cours de chaque stade du

développement glial

3-2-1 Dela créte neurale aux CS embryonnaires

Chaque stade du développement de la lignée schwannienne se caractérise par
I'expression des marqueurs de différenciation [37] qui peuvent étre regroupés en 5

catégories (Figure 7) :
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Les marqueurs

développement de la glie, comme

(S0X10).

dont

I'expression est maintenue a

chaque

stade du

SRY (sex determining region Y) box 10

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

les précurseurs des CS, mais inhibé dans les CS embryonnaires.

Un gene exprimé uniquement par les précurseurs des CS, cadherin 19.
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Activator Protein 2a (AP2a ) est exprimé dans les cellules de la créte neurale et

Figure 7: Les marqueurs moléculaires exprimés au cours du développement de la lignée
schwannienne jusqu’au stade CS embryonnaires [37]. Les encadrés du haut indiquent I'évolution de

I'expression de différents facteurs. Ceux du bas, précisent les relations des cellules du lignage schwannien

Les marqueurs présents dans les précurseurs des CS et dans les CS

embryonnaires, mais pas dans les cellules de la créte neurale, comme brain fatty

acid-binding protein (BFABP), myelin protein zero (PO) mRNA et desert
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hedgehog (DHH) [39]. Ces marqueurs marquent le passage du premier stade du
lignage schwannien, qui voit les cellules de la créte neurale se différencier en
précurseurs de CS.

* Les marqueurs spécifiques aux CS embryonnaires, comme la GFAP, S100 et GAO4

(glycolipid antigen 04).

3-2-2 Des CS embryonnaires aux CS matures

Durant la myélinisation, les protéines Krox-20, myelin-associated protein (MAG),
periaxin, Protein zero (P0), myelin basic protein (MBP), peripheral myelin protein 22
(PMP22), plasmolipin and galactocerebroside (GalC) sont fortement exprimées par les

CS matures myélinisantes.
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Figure 8 : Les marqueurs moléculaires exprimés au cours du passage des CS embryonnaires en CS
matures [40]. L'encadré vert indique les marqueurs des CS myélinisantes, 'orange présente ceux des CS
non myélinisantes, le bleu, les facteurs spécifiques aux CS non myélinisantes. Le passage du stade CS

immature a CS myélinisante se fait grace a un équilibre dans la régulation des facteurs.

Le passage au dernier stade de différenciation est aussi caractérisé par l'inhibition de

I'expression des molécules exprimées au stade CS immatures, telles que L1, NCAM et le
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récepteur des neurotrophines p75. Ces molécules demeurent cependant exprimées dans
les CS matures non-myélinisantes. De plus, ces cellules expriment au moins deux
molécules, alf1 integrin et GalC, qui ne sont pas exprimées par les CS immatures

(Figure 8).

3.3. Les facteurs contrdlant le développement de la lignée
schwannienne

L’engagement des CS dans un des stades de maturation du développement du
lignage glial est une balance entre différents signaux. Il dépend essentiellement de
facteurs de survie, de facteurs mitogenes et de signaux de différenciation provenant des
axones. En effet, in vivo, les cellules souches multipotentes de la créte neurale sont a la
fois a l'origine des cellules gliales mais aussi des neurones et des mélanocytes. A un
stade plus avancé, les précurseurs des CS donnent naissance aux CS et aux fibroblastes.
Enfin, les CS embryonnaires s’engagent dans deux voies de différeciation distinctes, pour
générer les CS myélinisantes ou non-myélinisantes, selon le type d'axone avec lequel
elles sont associées. Ainsi, a chaque stade du développement des CS, il existe une
régulation fine, un équilibre délicat entre des voies de signalisation, des marqueurs

moléculaires qui engagent ou non les cellules dans le processus de myélinisation.

3.3.1. Le contréle du développement de la glie a partir de la créte neurale

Les facteurs et voies de signalisation impliqués dans le développement de la glie a
partir des cellules de la créte neurale sont nombreux et bien recensés. Parmis ceux-ci, le
facteur de transcription Sox10 est indispensable pour I'entrée des cellules de la créte
neurale dans le lignage schwannien. La voie de la Neuréguline 1 (NRG1) est elle aussi
déterminante au cours de la myélinisation et met en lumiere l'importance de
'interaction avec 'axone et plus globalement la cellule nerveuse. Enfin, les voies Notch,
BMP2/4 (Bone Morphogenetic Protein2/4), I'’endothéline et le facteur de transcription

AP2a font aussi partie de ces facteurs nécessaires au cours du lignage glial (Figure 10).

* Le facteur de transcription SRY (Sex determining Region Y) box 10 (Sox10) est
indispensable pour le développement du lignage glial a partir des cellules

souches de la créte neurale [41]. Son expression persiste tout au long du
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développement de la lignée gliale aussi bien dans le systeme nerveux
périphérique que central. A l'inverse, il est réprimé dans les cellules nerveuses.
Son invalidation chez la souris conduit a I'absence de précurseurs de CS tandis
que les neurones sont présents en quantité normale chez ces souris mutantes. Si
I'invalidation se fait a des stades ultérieurs, 'absence des précurseurs de CS
conduit a la dégénérescence sévere des neurones sensitifs et moteurs [42]. Par
ailleurs, Sox10 contrdle I'expression de ErbB3 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 3) dans les cellules de la créte neurale. Ce facteur code
pour un récepteur aux neurégulines, elles aussi importantes en cours de
myélinisation. Des expériences in vitro montrent aussi le role prépondérant de

Sox10 dans l'initiation et le maintien du phénotype glial [43].

La mise en place du SNP passe entre autres par I'établissement de contacts, de
relations entre les cellules nerveuses et gliales. La survie, la migration et la
différenciation des cellules gliales dépendent directement de l'interaction de ces
cellules avec les neurones. Les signaux existants entre les deux populations
cellulaires passent en partie par lintermédiaire d’une famille de facteurs
trophiques : les neurégulines (NRG) qui agissent comme la plupart des facteurs
trophiques sur des récepteurs tyrosine-kinases de la famille erbB. Des la phase de
détermination, l'isoforme III de la NRG1 agit en induisant I’engagement des
cellules progénitrices des crétes neurales vers la lignée gliale, et ce processus
peut étre acceleré par FGF2 (fibroblast growth factor 2) [44]. Chez la souris, ces
cellules progénitrices donnent naissance, a E15, a des précurseurs de CS qui
dépendent de signaux axonaux pour survivre, proliférer et se différencier. Il se
met alors en place une véritable interdépendance permettant d’adapter la
population gliale a celle des neurones : seules les cellules en contact avec les
neurones survivent. L’effet trophique des cellules de Schwann sur les neurones
est mis en évidence par I'étude de souris mutantes «erbB2/3» chez lesquelles la
mutation empéche I'engagement des cellules souches de la créte neurale dans la
voie de différenciation des cellules de Schwann. Il en résulte d’abord une absence
de précurseur schwannien le long des nerfs périphériques embryonnaires.
Ensuite, I'absence de cellules gliales prive les neurones de leur soutien trophique,

la majorité d’entre eux meurt et les survivants sont incapables de produire des
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neurites innervant leurs organes cibles [45]. De plus, les NRG1 fournissent un
nombre approprié de CS pour assurer le processus de myélinisation. Chez les

souris invalidées pour l'isoforme III de la NRG1, les précurseurs de CS sont

initialement formés, mais leur nombre diminue considérablement a E14,

montrant le role essentiel de cette isoforme III dans la survie des précurseurs de
CS in vivo [46]. Les effets de la NRG1 sont modulés par la sheddase TACE

(ADAM17). Cette enzyme clive I'isoforme de type III et contrdle ainsi sa quantité

et de fait, la myélinisation [47]. Une fois la myélinisation accomplie, la

signalisation NRG-erbB est abolie pour n’étre réactivée que lors de traumatismes
nerveux pour assurer la régénération de la myéline [48].
Les deux facteurs Sox10 et NRG1 participent a une voie de signalisation

commune en vue de développer le lignage schwannien et réguler les genes de la
myéline périphérique (Figure 9).
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Figure 9 : Effets synergiques de NFATc4 et Sox10 sur I'’expression de Krox 20 et PO [49]. Ce modele

de myélinisation nécessite la fixation de la NRG1 d’origine axonale sur son récepteur ErbB2/3. L’entrée de

calcium active la calmoduline qui déphosphoryle NFATc4, permettant sa translocation au noyau. Il

interagit alors avec Sox10 pour réguler 'expression de Krox20 et P0. Les fléches en pointillés sont des
voies de signalisation précédemment déterminées.
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La fixation de la NRG1 d’origine axonale sur ses récepteurs schwanniens ErbB2/3
entraine une augmentation du calcium intracellulaire et par I'intermédiaire de la
calmoduline, la déphosphorylation du facteur de transcription NFATc4 (Nuclear
Factor of Activated T-cells c4). Ce dernier transloque ainsi au noyau ou il forme
un complexe protéique avec Sox10 pour activer Krox20 au cours de I'étape CS
prémyélinisante. Les deux partenaires interagissent également au stade CS

myélinisante pour réguler le gene PO [49].

* La signalisation Notch, de la méme fagon que la voie NRG1, inhibe la
différenciation neuronale et augmente le nombre de CS, en stimulant soit la
transition des précurseurs de CS en CS soit la prolifération des CS [50]. En outre,
Notch augmente la quantité de ErbB2, le récepteur de NRG1 favorisant ainsi la
différenciation des précurseurs de CS.

* Les facteurs BMP2/4 inhibent, in vitro, la différenciation des cellules gliales a
partir des cellules de la créte neurale [51].

* Les endothélines et le facteur de transcription AP2a participent a la survie et a la
progression du lignage glial. Des études in vitro montrent que les endothélines
stimulent la survie des précurseurs de CS chez le rat, mais retardent le passage

des précurseurs de CS en cellules de Schwann matures [52].

3.3.2. Le controle de la survie des CS embryonnaires

Au cours du développement postnatal, le nombre de cellules de Schwann est
finement régulé afin d’établir une association individuelle et unique avec I'axone qu’elles
entourent (appelée radial sorting) [53]. L’équilibre entre la prolifération et I'apoptose
influence grandement ce phénomene. Dans un premier temps, 'apoptose est modulable
par plusieurs mécanismes comme les facteurs de survie autocrines LIF (Leukemia
Inhibitory Factors) [54], IGF-2, PDGF et neurotrophine-3 [55]. Dans un second temps,
I'apoptose est réprimée par la neuréguline NRG-1 d’origine axonale. En effet, I'absence
de contact entre les cellules nerveuses et la lignée schwannienne provoquent I'apoptose
de ces dernieres. Il a aussi été démontré que l'administration de NRG sauve de
I'apoptose les CS ayant perdu le contact axonal pendant la période postnatale [56-58].
Les relations des cellules de la lignée gliale ne se limitent pas aux neurones. Dans son

environnement, la lame basale contribue a la différenciation des CS. En effet, les souris
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invalidées pour la laminine ou la 1-intégrine présentent des défauts de myélinisation
[59-62] (Figure 10).
Enfin, la derniére possibilité de réguler la survie cellulaire fait appel a un phénomene
direct d’apoptose par l'intermédiaire du récepteur a la neurotrophine p75NTR (p75
neurotrophin receptor), qui agit par le biais du NGF [57, 63]. L’expression de la p75 est
augmentée dans les CS apres une axotomie du nerf périphérique [64]. La protéine est
impliquée dans la mort de plusieurs types de cellules nerveuses comme les ganglions
rétiniens et sensitifs [65, 66]. Il a été démontré in vitro que les CS ayant atteint le stade
embryonnaire survivent sans contact axonal grace a une stimulation autocrine
multifactorielle par les NT3 (neurotrophin 3) et les IGFs (insulin-like growth factors). De
plus, ces facteurs s’averent importants pour la migration des CS in vitro; il est donc
possible que ces signaux gouvernent les mouvements des CS, in vivo, pendant cette étape
de différenciation des CS embryonnaires [67, 68]. Le signal de mort cellulaire implique
aussi la protéine TGFp (transforming growth factor ) et son activité phosphorylase de
la protéine c-Jun [63]. La voie p38 des MAPK joue aussi un role important, avant la
myélinisation, dans I'association des CS aux axones [69].

En parallele de I'apoptose, différents facteurs exercent des effets prolifératifs sur les
CS. Des études in vitro montrent que les axones stimulent la prolifération des CS [70].
Des expériences de co-cultures utilisant des CS et des neurones de rat ou humains
montrent que la NRG1 est un puissant agent mitogene d’origine axonale [71]. De plus, il
a été montré que les facteurs de transcription Ets et la laminine stimulent la survie et la
prolifération des CS [62], ainsi que les facteurs de transcription SOX2 et c-Jun, méme si
c-Jun est aussi impliqué dans la mort cellulaire. De facon contraire, 'ATP et I'adénosine

inhibent la division des CS [72].

3.3.3. Larégulation de la myélinisation

La derniere étape de la différenciation des CS, le processus de myélinisation, ne fait
pas exception aux autres stades de développement. Il est finement régulé par un
ensemble de signaux plus ou moins a I’équilibre selon les conditions. Les facteurs pro-
myélinisants sont exprimés au cours du développement a I'état physiologique. On
recense entre autres, KROX20, OCT6 (Octamer-binding transcription factor 6), BRN2
(Brain 2 class III POU-domain protein) ou bien encore NRG1. Lors de la 1ésion d’un nerf

ou de neuropathies, la balance de facteurs s’inverse afin d’entamer un processus de dé-
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différenciation grace a la grande plasticité dont font preuve les CS. Ces facteurs sont
aussi importants au cours du développement physiologique, car ils controlent I'initiation
de la myélinisation ainsi que sa vitesse (Figure 10).

Parmi les facteurs pro-myélinisants, le facteur de transcription KROX20 est essentiel.
Dans le modeéle de souris KROX20-/-, les CS entourent les axones, mais sont incapables
de former la gaine de myéline, attestant son role fondamental dans le processus de
myélinisation [73]. Par ailleurs, il est également impliqué dans la régulation de la
myéline au stade adulte. L’invalidation de KROX20 dans les CS de souris adulte conduit a
une démyélinisation, une dédifférenciation des CS, une augmentation de la prolifération
suivie d’'un blocage au stade promyélinisant [74]. De plus, il a été montré que KROX20
inhibe la prolifération des CS en culture suite au traitement par la NRG1 d’origine
axonale et inhibe la mort des CS suite au traitement par TGF(, deux situations

caractéristiques des CS embryonnaires [75].
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Figure 10 : Les facteurs contrdlant le développement des CS myélinisantes [37].
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D’autres signaux tiennent un réle important en vue du passage au dernier stade
de développement. La neurogénine 1 tient encore un role prépondérant. Son isoforme
de type III participe a la régulation de I'épaisseur de la gaine. La souris présentant une
haploinsuffisance pour Nrg1 posséde une gaine plus fine que la souris sauvage [76]. Les
facteurs de transcription OCT6 (Octamer-binding transcription factor 6) et BRN2 (Brain
2 class III POU-domain protein) possédent des fonctions partiellement redondantes
mais sont essentiels pour le bon déroulement de la myélinisation [77]. Des études in
vitro montrent aussi que NF-kB (Nucleor Factor-kB) controle I'expression de OCT6 ; il
est donc probablement impliqué lui aussi dans I'initiation de la myélinisation [78].

De plus, NAB1/2 (NGFI-A-binding proteins 1 and 2), la voie PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase) et le proto-oncogene SKI (v-ski sarcoma viral oncogene
homologue) qui est un inhibiteur de la voie TGFf, participent au développement et

régulent la myélinisation [79, 80].

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

L’élaboration de la gaine de myéline par les CS nécessite I'invagination de 'axone
dans une dépression de la cellule gliale. Une fois entouré, il ne subsiste qu’ une fente

reliée a la surface : le mésaxone [38].

cytoplasme schwannien axone membrane cellulaire (3 couches)

O @

7

mésaxone myeéline

Figure 11 : Formation de la gaine de myéline [38]. La gaine de myéline se forme par enroulements

succéssifs et le cytoplasme est progressivement éliminé.
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La CS produit alors une quantité considérable de membranes qui s'enroulent autour
de 1'axone (>100 fois). Dans un premier temps, la CS est remplie de cytoplasme, puis,
I'accolement des membranes élimine le cytoplasme intermédiaire et forme un complexe

lipoprotéique, la gaine de myéline compacte (Figure 11).

Chez I'Homme, la myélinisation n'est pas complete a la naissance, son
développement le plus intense se fait au cours du premier semestre postnatal. Elle se
poursuit toutefois jusqu'a la puberté, voire au-dela a un rythme moins marqué. La
myélinisation des faisceaux reliant le cerveau a la moelle (faisceaux cortico-spinaux) se
poursuit jusqu'a la fin de la 2éme année postnatale. Chez la souris, la myélinisation se

déroule durant les 21 premiers jours apres la naissance.

5. Démyélinisation a la suite d’'une lésion nerveuse

Lors d'un traumatisme (pincement, section, étirement) du nerf périphérique on
observe un processus connu sous le nom de dégénérescence wallérienne (Figure 12).
La dégénérescence wallérienne est un phénomene qui suit une lésion du nerf et qui
implique une dégénérescence axonale et une dégradation de la gaine de myéline. La
démyélinisation des CS débute mécaniquement par une fragmentation de la gaine en de
petites structures ovoides et, moléculairement, par une diminution de I’expression des
genes de la myéline [81]. La fragmentation de la gaine de myéline a lieu a proximité
d’'une structure appelée incision de Schmidt-Lantermann. Cette région présente un
enroulement de myéline de moindre compaction avec des jonctions adhérentes
atypiques. En parallele, a proximité de la l1ésion, la fibre nerveuse bourgeonne pour
former plusieurs cones de croissance par axone. Les CS de la région distale survivent au
traumatisme malgré la perte de contact avec 'axone sous-jacent [82].
Au cours de ce processus de démyélinisation, le cytosquelette de la cellule joue un role
important. Les travaux de Fernandez-Valle ont montré le réle joué par 'actine dans la
forme prise par la cellule ainsi que I'expression des genes de la myéline [83]. L’'inhibition
de la polymérisation d’actine filamenteuse par la cytochalasine D au niveau des incisions
de Schmidt-Lantermann de nerfs sciatiques 1ésés provoque la dégradation des

cadhérines de type E et empéche la formation des débris ovoides de myéline[84].
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Figure 12: La dégénérescence Wallérienne et la repousse axonale [85]. L’axone et la gaine de
myéline dégénérent a proximité de la lésion. Puis I'axone bourgeonne, les CS se dédifférentient, proliférent

puis reforment une gaine de myéline compacte autour du nouvel axone.

C’est dans ce contexte lésionnel, que I'on observe I'importance du phénomene de
plasticité des CS. De nombreuses équipes se sont penchées sur I'explication moléculaire
de cette plasticité. Procede-t-elle d'une diminution des signaux promyélinisants ou bien
nécessite-t-elle une activation de voies de signalisation spécifiques? Les différentes
étapes de différenciation sont réversibles. Ainsi, lorsque le contact entre la cellule de
Schwann et le neurone est perdu, comme c’est le cas dans les lésions du nerf, les CS se
dédifférencient vers un phénotype proche de celui des CS embryonnaires, et retournent
dans le cycle prolifératif. La syntheése des protéines de la myéline (PMP22, MAG, PO,
MBP...) est arrétée, la myéline est dégradée et ses débris sont d’abord phagocytés par les
CS puis par les macrophages. Ces derniers sont recrutés a la lésion dans un délai de 48
heures. Les travaux de Walter au milieu du XIXéme siecle ont posé les bases de la
compréhension de I'’enchalnement de ces événements.

Une fois dénervées et dédifférenciées, les CS entrent dans un cycle de prolifération
pour favoriser la réparation du nerf lésé. Cet événement se déroule grace a la
stimulation des débris axonaux et myéliniques ainsi que des facteurs sécrétés par les
macrophages. Les CS acquierent un phénotype proche de celui des cellules non-
myélinisantes et immatures en activant la synthése de diverses protéines dont des

facteurs de croissance et leurs récepteurs (GDNF, NRG1, BDNF, IGFs, progestérone...),
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des protéines d’adhésion (NgCAM, L1, N-cadhérine) et des protéines de la lame basale
(la laminine, fibronectine, collagenes, protéoglycanes...) [86-88].

Toutes ces modifications concourent a produire un environnement propice a stimuler la
neuritogenese post-lésionnelle, mais aussi a garantir la survie des CS. Les CS terminent
leur processus de redifférenciation une fois la repousse axonale achevée en
resynthétisant la gaine de myéline compacte.

La dédifférenciation qui se produit dépend de voies de signalisation qui s’opposent a
'effet pro-myélinisant des voies telles que KROX20, AMP cyclique et NRG1. La plupart
des voies de signalisation qui régulent négativement le processus de myélinisation, sont
activées au stade CS embryonnaires, et leur activité cesse au cours de la myélinisation.
Par exemple, le facteur de transription c-Jun, un des effecteurs de la voie de signalisation
JNK (c-Jun-amino (N)-terminal kinase), est activé dans les CS embryonnaires d’E18
jusqu'a la naissance, alors qu'il est désactivé dans les CS qui commencent a myéliniser.
En effet, si la voie ]NK reste active, il en résulte I'arrét de la myélinisation et I'inhibition
de I'expression des génes de la myéline qui est normalement induite par des signaux
pro-myélinisants comme KROX20 ou I'élévation de la quantité d’AMP cyclique [89].

De méme, la voie Notch, qui stimule la prolifération des CS embryonnaires, est
désactivée par KROX20 quand les CS commencent a myéliniser. Elle est réactivée
uniquement en cas de lésion du nerf chez I'adulte pour stimuler la dédifférenciation des
CS myélinisantes en CS embryonnaires. La démyélinisation et la dédifférenciation des
cellules de Schwann sont controlées par l'activation d’'un groupe de facteurs de
transcription comprenant entre autres c-Jun, Sox-2, Pax-3 et 1d2 [81, 90]. Ces facteurs
sont exprimés au cours de la prolifération cellulaire puis selon un systeme de balance,
inhibés dans les cellules myélinisantes. De plus, il a été montré que 'ATP, NT3 et TGFf3
retardent la myélinisation [72, 91, 92].

Le processus de remyélinisation dans le SNC est bien moins connu. Les facteurs
intervenants ne sont pas tous identifiés et la cinétique d’action de ces facteurs semble
beaucoup influencer leur potentiel promyélinisant [93]. Il apparait que les astrocytes
sont impliqués dans le processus de remyélinisation [94]. De plus, bien que les
astrocytes activés soient souvent associés aux processus neurodégénératifs (notamment
via la sécrétion de facteurs inhibant la repousse axonale, comme la protéine MAG et le
marqueur de surface Nogo [95]), Liberto et al. ont démontré que ces astrocytes activés

pouvaient créer un environnement permissif pour la réparation neuronale (en
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produisant des substrats énergétiques et des facteurs pour les neurones et les
oligodendrocytes, en chélatant les excés de glutamate et de radicaux libres et en

restaurant la barriere hématoencéphalique entre autres [96]).

6. Les pathologies du systeme nerveux périphérique

6.1. Lamaladie de Charcot-Marie-Tooth

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) aussi connue sous le nom d’Hereditary
Sensory and Motor Neuropathy (HSMN) a été décrite par trois cliniciens en 1886, les
francais Charcot et Marie ainsi que I'anglais Tooth. Elle comprend plusieurs groupes de
troubles génétiquement et cliniquement hétérogenes caractérisés par une atteinte des
nerfs périphériques, une atrophie musculaire, une faiblesse et une perte de sensibilité
des membres. La maladie héréditaire de Charcot-Marie-Tooth est la plus fréquente
parmi les pathologies du systéme nerveux périphérique. Sa prévalence est de 1/2500 et

elle touche indifféremment les deux sexes.

6.1.1 Classification

Le mode de transmission, le phénotype et la sévérité des différents types de CMT
sont variables. En effet, les différentes formes sont classées selon la nature de 1'atteinte
du nerf ou le mode de transmission génétique ainsi que selon les anomalies génétiques

en cause et les protéines déficitaires :

* lanature de l'atteinte du nerf (Figure 13) :
- formes axonales (vitesse de conduction nerveuse > 40 m/sec) ;
- formes démyélinisantes (vitesse de conduction nerveuse < 35 m/sec) ;
- formes intermédiaires mixtes (vitesse de conduction nerveuse intermédiaire

entre 25 m/sec et 45 m/sec).
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Figure 13 : Etiologie des différentes formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (d’apres Odile

Dubourg, 2009).

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

les protéines déficitaires [97]:

» Pour les formes autosomiques dominantes, la maladie de Charcot-Marie-

Tooth de type 1 (CMT1) correspond a la forme démyélinisante et la
maladie de type 2 (CMT2) a la forme axonale. Par la suite, la nomenclature
associe une lettre qui correspond au geéne ou locus identifié. Ainsi, la
CMT1A correspond a la forme autosomique dominante, démyélinisante,
liée au gene PMP22, tandis que la CMT1B correspond a la forme
autosomique dominante, démyélinisante, liée au gene MPZ.

Pour les formes autosomiques récessives, la maladie de type 4 (CMT4)
correspond a la forme démyélinisante et la maladie autosomique récessive
de type AR-CMT a la forme axonale.

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

intermédiaires (DI-CMT).

Nous nous limiterons a lI'étude de la forme la plus répandue de neuropathie

démyélinisante de transmission autosomique dominante, la CMT1.
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Type Gene Specific phenotype
Autosomal dominant CMT1 (AD CMT1)
CMT1A Dup 17p (PMP22) Classic CMT1
PMP22 (point mutation) Classic CMT1/DSD/CHN
CMT1B MPZ CMT1/DSD/CHN/CMT2
CMT1C LITAF Classic CMT1
CMT1D EGR2 Classic CMT1/DSD/CHN
CMT1F NEFL CMT2 but can have slow MCVs in CMT1

Hereditary neuropathy with liability to pressure palsies (HNPPs)
HNPP Del 17p (PMP22)

PMP22 (point mutation)
Autosomal recessive CMT1 (AR CMT1/CMT4)

CMT4A GDAP1
CMT4B1 MTMR2
CMT4B2 MTMR13
CMT4C SH3TC2
CMT4D (HMSNL) NDRG1
CMT4E EGR2
CMT4F PRX

CMT4G (HMSN Russe) HK1

CMT4H FGD4

CMT4J FIG4

CCFDN CTDP1

AR CMT1 PMP22 (point mutation)
AR CMT1 MPZ
Autosomal dominant CMT2 (AD CMT2)

CMT2A1 KiIF1Bg
CMT2A2 MFN2
CMT2B RAB7
CMT2C TRPV4
CMT2D GARS
CMT2E NEFL

CMT2F HSPB1
CMT2I MPZ

CMT2J MPZ

CMT2K GDAP1
CMT2L HSPB8
CMT2N AARS
Autosomal recessive CMT2 (AR CMT2)

CMT2B1 LMNA
CMT2B2 MED25
CMT2H GDAP1
X-linked CMT

CMT 1X GJB1
CMTX5 PRPS1
Dominant intermediate CMT (DI-CMT)

DI-CMTB (CMT2M) DNM2
DI-CMTC YARS

range +/— early-onset severe disease

Typical HNPP
Typical HNPP

CMT1 or CMT2 usually early-onset and
severe/vocal cord and diaphragm
paralysis described/rare AD CMT2 families
described

Severe CMT1/facial/bulbar/focally folded
myelin

Severe CMT1/glaucomalfocally folded
myelin

Severe CMT1/scoliosis/cytoplasmic
expansions

Severe CMT1/gypsy/deafness/tongue
atrophy

CMT1/DSD/CHN phenotype

CMT 1/more sensory/focally folded myelin

Severe early-onset CMT1

CMT1

CMT1/predominantly motor/progressive

CMT 1/gypsy/cataracts/dysmorphic features

Classic CMT1/DSD/CHN

CMT1/DSD/CHN/CMT2

Classic CMT2

CMT2/more progressive/optic atrophy

CMT2 with predominant sensory
involvement and sensory complications
(similar phenotype to HSN1 secondary to
SPTLC1 mutation)

CMT2 with vocal cord and respiratory
involvement/congenital distal
SMA/scapulo-peroneal syndrome

CMT2 with predominant hand
wasting/weakness or dHMN-V

CMT2 but can have slow MCVs in CMT1
range +/— early-onset severe disease

Classic CMT2 or dHMN-II

Classic CMT2

CMT2 with hearing loss and pupillary
abnormalities

Late-onset CMT2

Classic CMT2 or dHMN-II

Classic CMT2

CMT2 proximal involvement and rapid
progression described/also causes
muscular dystrophy/cardiomyopathy/
lipodystrophy

Classic CMT2

CMT2/pyramidal features

Males CMT1 (+/— patchy MCVs)/females
CMT2

CMT2 and early-onset deafness/optic
neuropathy

Classic CMT
Classic CMT

Tableau 1 : Classification des maladies de Charcot-Marie-Tooth [97].
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6.1.2 La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1

La neuropathie démyélinisante CMT1 est une atteinte du nerf périphérique, et de

facon prépondérante, de la gaine de myéline qui entoure le nerf. Elle est d'origine

génétique et se transmet sur le mode autosomique dominant.

On distingue quatre formes de CMT1 :

la CMT1A, la plus fréquente (pres de 70% des cas), est associée a une duplication
d’'une séquence de 1,5 Mb sur le chromosome 17 en position 17p11.2+12,
entrainant la présence d'une copie supplémentaire du géne PMP22 [98]. Cette
duplication entralne une neuropathie périphérique qui se manifeste
généralement avant I'age de 20 ans et produit des faiblesses musculaires distales.
Histo-pathologiquement, cette neuropathie est caractérisée par une
hypermyélinisation [99], suivie d’'une démyélinisation, une perte des fibres
nerveuses myélinisées et une hypertrophie concentrique des cellules de Schwann
("bulbe d’oignon", signe d’une répétition de cycles de démyélinisation et de

remyélinisation) (Figure 14).

: p a2k} gﬂ

Figure 14 : Coupes semi-fines de nerf sciatique coloré au bleu de toluidine [100]. (A) Rat sauvage.

(B) Rat transgénique CMT1A. On observe la présence de plusieurs fibres nerveuses entourées par une

gaine de myéline tres fine (fleche) et une hypertrophie concentrique des CS en forme de bulbe d’oignon

(fleche courbée). Barre = 2.5 pm.

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

anomalies du gene MPZ qui est sur le chromosome 1 en position 1q22.
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* 1laCMT1C présente des anomalies de la région 16p13.1-p12.3 (géne LITAF).

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

6.1.3 Symptomes

En regle générale, ces maladies débutent avant 1'age de 20 ans. Les premiers
symptdmes peuvent apparaitre avant 'Age de 10 ans pour 50% des CMT1A. A I'opposé,
certains patients CMT1A (porteurs de la mutation) restent asymptomatiques sur le plan
clinique. Les premiers signes sont le plus souvent des troubles de la marche (retard a
'acquisition de la marche, chutes, déficit des muscles releveurs des pieds qui entrainent
un steppage - impossibilité de relever la pointe du pied qui oblige a soulever le pied a
chaque pas comme si on montait un escalier ‘step’) et des déformations des pieds (pieds
creux) (Figure 15). Ils sont dus a une faiblesse musculaire distale, c’est-a-dire des
extrémités des membres et une atrophie progressive, plus marquée aux jambes
(atrophie musculaire péroniere). Fatigabilité, troubles de 1’'équilibre et pénibilité de la
station debout ou a la montée des escaliers sont des symptomes fréquents. L’atteinte des
mains est en général tardive, n’apparaissant qu’apres plusieurs années d’évolution. Les
fonctions vitales (dont le systéeme cardiovasculaire) et intellectuelles ne sont
généralement pas atteintes. Les patients présentent aussi des troubles sensitifs qui
peuvent entrainer des douleurs.

Dans certaines formes, d'autres symptomes peuvent étre présents : atteinte

respiratoire, atteinte des cordes vocales, surdité et ulceéres aux pieds.
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Figure 15 : Atrophies musculaires fibulaires et déformations des pieds chez des patients atteints
de CMT1A [101]. Les panneaux (A) et (B) présentent la perte musculaire des mollets et de la partie
inférieure de la cuisse. Les panneaux (C) et (D) illustrent des déformations des pieds de sévérités

différentes.

6.1.4 Evolution de la maladie

L’évolution reste extrémement variable entre les différents types de CMT, y compris
au sein d’'une méme famille : certaines personnes présentent peu ou pas de symptomes
alors que d’autres ont un handicap fonctionnel important. L’évolution est en général
lente et progressive, mais elle peut aussi se faire par poussées (notamment a
’adolescence).

Les formes séveres sont rares. En regle générale, la géne fonctionnelle est modérée
et la marche reste le plus souvent possible. La longévité n’est pas affectée et il est

possible de conserver une activité socio-professionnelle normale ou quasi-normale dans
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la plupart des cas. La forme CMT1B peut cependant conduire a un handicap sévere chez
certaines personnes, entre 20 et 40 ans.

Des études réalisées sur des patientes atteintes de CMT1A ont montré qu’il n’y a pas
d’augmentation de la fréquence des complications obstétricales durant la grossesse ou
I'accouchement. S’il y a une aggravation de la maladie au cours de la grossesse (ce qui

arrive parfois dans les formes qui ont débuté tot), celle-ci est transitoire.

6.1.5 Pistes thérapeutiques

A T'heure actuelle, il n’existe pas de traitement médicamenteux efficace contre la
CMT et les moyens de luttes se portent sur l'activité physique et les interventions
chirurgicales contre des problémes osseux. Plusieurs essais ont été réalisés en vue de
soigner la CMT ou du moins d’atténuer ses symptomes. Ainsi, 'antagoniste de la
progestérone, 'onapristone se trouve étre efficace dans le modele de rat CMT1A [35]. 11
diminue la surexpression du gene PMP22, tout en améliorant la masse et la force
musculaire de ces rats. Cette amélioration des fonctions motrices peut étre expliquée
par une diminution de la perte axonale [102]. Cependant, les antagonistes de la
progestérone disponibles pour le moment, sont trop toxiques pour étre administrés sans
risque aux patients. Le traitement de souris CMT1A par de I'acide ascorbique améliore
les symptdémes cliniques et neuropathologiques probablement en inhibant la PMP22 par
un mécanisme médié par 'AMPc [103]. Plusieurs essais cliniques randomisés ont débuté
dans différents pays (Australie, Hollande, Etats-Unis d’Amérique, Italie, Royaume-Uni et
France) impliquant 280 patients atteints de CMT1A dont 190 recoivent le traitement
actif. Trois essais d'une durée d’un an ont été publiés [104-106]. Toutefois, aucun d’eux
ne démontre d’effet bénéfique de 'acide ascorbique.

Les pistes thérapeutiques dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth 1A consistent a
agir au niveau des différentes étapes de la maladie : diminuer 'expression de PMP22,
limiter I'accumulation anormale et toxique de la protéine PMP22 dans les cellules de
Schwann et empécher la dégénérescence des nerfs périphériques.

De plus, des équipes de recherche se penchent depuis quelques années sur les effets
favorables possibles d'une substance naturelle, la curcumine, sur les maladies
génétiques rares. La curcumine est 'une des composantes du curry indien et est déja
largement utilisée dans les médecines traditionnelles en Inde et en Chine. L’équipe de

Nakagawa vient de démontrer que des suppléments en curcumine administrés a des
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souris atteintes de maladies neurologiques proches de cette neuropathie héréditaire
humaine entrainent une diminution des lésions des nerfs visibles au microscope [107].
D’'un point de vue fonctionnel, ce traitement s’est traduit par une amélioration des
possibilités motrices chez ces animaux. En raison de l'absence de toxicité liée a la
curcumine, des essais pourront étre débutés chez ’homme dans les prochaines années

[107].

L’accumulation de la protéine PMP22 entraine ainsi une dégénérescence des axones
périphériques des membres et une diminution du nombre de CS. La régénération des
nerfs implique des interactions complexes entre les axones, les CS et la matrice
extracellulaire. Une absence prolongée de contact entre les axones et les CS, conduit a
une diminution progressive du nombre de ces dernieres et a une perte de I'aptitude a la
régénération. Il a été montré que les CS peuvent cependant survivre en l'absence
d’axone grace a la sécrétion de divers facteurs de croissance dont fait partie la
Neurotrophine-3 (NT-3). Des chercheurs ont testé 'efficacité d’un traitement par la NT-
3 sur deux modeles murins de la CMT1A [108]. Apres une période de huit a douze
semaines, ce traitement a permis d’améliorer de facon significative la régénération
axonale et les processus de myélinisation associés dans les deux modeles. A la suite de
ces résultats encourageants, les auteurs ont conduit un essai clinique NT-3/placebo
randomisé en double-aveugle pour évaluer lefficacité d’'une administration sous-
cutanée de la NT-3 chez huit patients atteints de CMT1A. Apres six mois de traitement,
des améliorations significatives ont été notées chez les patients ayant recu la NT-3, au
niveau de la régénération des fibres myélinisées dans le nerf sural. Les dernieres études
tentent de remédier a la durée de vie relativement courte de la NT-3 en utilisant des
anticorps agonistes circulants dirigés contre ses récepteurs. Le modele murin Trembler
qui présente une mutation de la PMP22 périphérique voit ses capacités de force

musculaire et de remyélinisation grandement améliorées [109].

6-2 Fragilité héréditaire des nerfs périphériques a la pression

L'HNPP (Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsies) est une
neuropathie aussi appelée "fragilité héréditaire des nerfs périphériques a la pression”

ou "neuropathie tomaculaire”. C’est une neuropathie sensitivomotrice héréditaire, a
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transmission autosomique dominante, caractérisée par la survenue d’acces transitoires
et récidivants de paralysie dans le territoire bien défini d'un tronc nerveux. Ces acces
sont souvent consécutifs a un traumatisme minime ou a une compression prolongée de
la région. Cette neuropathie est due a un défaut de synthese de la protéine PMP22. Ce
défaut de synthese est lui-méme d{, dans pres de 90% des cas, a une délétion de 1,5 Mb
dans la région 17p11.2+12 incluant le gene PMP22 [110-112]. La région délétée est la
méme que celle qui est dupliquée dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1A.
Ce phénomene de duplication/délétion d’'une séquence génomique identique est dii a un
crossing-over inégal favorisé par la présence de part et d’autre de la région en cause de
séquences partageant une forte homologie, appelées CMT1A-REP. Des mutations
ponctuelles du gene PMP22 ont pu étre mises en évidence dans de rares cas de HNPP. La
biopsie nerveuse met en évidence des renflements focalisés de certains segments de la
gaine de myéline (tomacules) (Figure 16). Le mécanisme de constitution des tomacules
est considéré comme consécutif a une hypermyélinisation, en relation avec une

anomalie de fonctionnement de la CS [113].
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Figure 16 : Coupe d’'une biopsie nerveuse d’'un patient atteint de HNPP [110]. Cette coupe de nerf
marquée au bleu de Toluidine montre une zone d’épaississement de la myéline tres important (tomacula)

et des axones entourés ou non de myéline (x3400).

Le nombre de personnes souffrant d'HNPP n'est pas défini de maniere précise. On
estime actuellement que 2 a 5 personnes sur 100 000 sont atteintes, mais il reste

possible que ce chiffre soit sous-évalué.
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II. Le cytosquelette

Le cytosquelette est un systéeme cytoplasmique de fibres indispensables pour le
maintien de l'architecture et la motilité cellulaire. Les trois types de fibres du
cytosquelette (filaments d’actine, filaments intermédiaires et microtubules) sont des

polymeres faits de sous-unités protéiques assemblées par des liaisons non covalentes.
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Figure 17 : Organisation du cytosquelette d’actine et de tubuline dans une cellule en cours de
protusion [114]. On distingue une région riche en actine (rouge) comprenant entre autres des faisceaux
d’actine dense ou filopodes et une région riche en microtubules (vert) organisés autour du centrosome. La
cellule adhere au substrat grace a un réseau de fibres de stress (barres rouges) et de points d’adhésion

focaux (points bleus).
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1. L’actine

L’actine est la protéine intracellulaire la plus abondante dans la plupart des cellules
eucaryotes. De taille modérée (poids moléculaire 42 kDa), 'actine est codée par une
grande famille de genes hautement conservés.

Les filaments d’actine, aussi appelés microfilaments ont un diametre de 8 a 9 nm et une
structure double brin hélicoidal. L’actine existe comme un monomere globulaire appelé
actine G et comme un polymeére filamenteux appelé acine F. Il existe 3 types d’actines,
I'actine a présente dans les cellules musculaires, 'actine 3 et 'actine y qui sont
présentes dans les autres types cellulaires [115].

In vitro, 'actine polymérise en trois phases appelées nucléation, élongation et équilibre.
Au cours de la premiere phase, des monomeres d’ATP-actine G forment lentement des
complexes stables. Ceux-ci s’allongent rapidement au cours d’'une deuxieme phase par
apport de sous unités aux deux bouts du filament. Une fois incorporés, les monomeres
hydrolysent lentement 'ATP pour devenir des éléments stables d’ADP-actine F. Enfin,
ces dernieres se retrouvent dans un état plutdt stationnaire, d’ajout et de perte de

monomere [116].
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Figure 18: Structure et dynamique des filaments d’actine [117]. Les monomeres d’actine sont
polarisés et présentent une extrémité (+) ou “barbed” et une extrémité (-) ou “pointed”. Ils s’associent
pour former des polymeres linéaires ou branchés. Ces polymeres sont dynamiques, ils s’assemblent et se
désassemblent en permanence. De nombreuses protéines s’associent a I'actine pour moduler ou guider

cette dynamique.
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Les microfilaments d’actine sont des structures polarisées avec une extrémité
« plus » ou la polymérisation de l'actine est rapide, et une extrémité « moins » ou la
polymérisation de l'actine est plus lente. Par convention, le bout auquel la fente de
fixation de ’ATP de la sous unité terminale est exposé a la solution environnante est
désigné par le signe (-). A l'autre extrémité, désignée par (+), la fente est en contact avec
la sous unité voisine et n'est donc pas exposée. Les microfilaments subissent le
phénomene de tapis roulant ou « treadmilling » (ajout de sous unité a une extrémité et
perte de sous unité a I'autre extrémité) [118].
De nombreuses protéines sont associées aux microfilaments d’actine, permettant de
réguler la polymérisation (profiline) ou la stabilité (CapZ). La polymérisation de I'actine
permet la formation de diverses structures intracellulaires. Les fibroblastes et les
cellules épithéliales en culture développent deux types de structures basées sur les
filaments d’actine : un réseau branché, dans les protrusions membranaires
(lamellipodes et filopodes), et des cables, alignés parallelement dans les fibres de stress.
Si les protrusions semblent étre générées dans un espace plutot fluide et déformable de
la cellule, les fibres de stress témoignent d'une contractilité élevée et sont le support de
toute la traction que la cellule développe sur le substrat. Les premiéres sont stimulées
par l'action de Rac alors que les secondes par celle de RhoA. Ces deux types de
RhoGTPases s’inhibant mutuellement, les protrusions et les fibres de stress sont deux
assemblages antagonistes et exclusifs [119, 120].
Parallelement, les filaments d’actine forment une sorte de gel, réticulé par des moteurs,
le long de la membrane plasmique dans laquelle il est ancré. L’ensemble forme ce que
I'on appelle le cortex cellulaire. Cette coque d’actine sert d’ancrage et de stabilisation

pour de nombreuses protéines pres de la membrane.

2. Les microtubules

Les microtubules sont des polymeres non covalents du cytosquelette qui se
retrouvent dans toutes les cellules eucaryotes. Ils sont impliqués au cours des processus
de mitose, de migration, de transport intracellulaire, de sécrétion, de maintien de

'architecture de la cellule ou bien encore de la polarisation.
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Les sous-unités de tubuline sont des structures polarisées, composées d’hétérodimeres
de tubuline a et de tubuline . Les sous-unités se lient entre elles pour former d’abord
un polymere linéaire, le protofilament. Les microtubules sont I'association cylindrique
de 10 a 15 protofilaments (le plus souvent 13 protofilaments chez les mammiferes).
L’association des sous-unités a et {3 se fait selon le modele de la tubuline y [121] qui
initie la polymérisation. Les taux d’association et de dissociation d'un dimere sont
différents sur 'extrémité o et I'extrémité (3, en raison de I'hydrolyse du GTP lié a la
tubuline . Chaque microtubule comporte donc un bout (+) qui croit plus vite que le
bout (-) car la vitesse d’association par rapport a celle de dissociation y est plus

importante.
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Figure 19: Structure des microtubules et instabilité dynamique [122]. Les tubulines o et B
s’associent (partie a) pour former des protofilaments. L’association cylindrique de 13 protofilaments
conduit a la formation a la structure de base du microtubule (partie b). L’ensemble subit alors des phases

successives de polymérisations et dépolymérisations plus ou moins rapides (partie c).
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Les périodes de croissance lente sont interrompues par des périodes de
dépolymérisations rapides nommées catastrophes. La fréquence des catastrophes
differe a chaque extrémité du microtubule. Ce processus cyclique de croissance lente
ponctuée de dépolymérisations rapides est appelé instabilité dynamique. Cette
instabilité confere a ce réseau une grande adaptabilité en réponse a la variabilité des
conditions géométriques dans lesquelles il se développe et lui permet de sonder
efficacement I'espace intracellulaire [123].

Les taux de croissance et fréquences de catastrophe dans la cellule sont sous le contréle
de protéines associées spécifiquement aux bouts (+) ou (-). Parmi ces protéines, citons la
famille des protéines EB (end-binding protein), CLASP (Cytoplasmic Linker Protein
Associated Protein) ou bien encore APC. Ces protéines de bouts (+) ou (-) sont tres
étudiées aujourd’hui car elles régulent la dynamique du réseau de microtubules [124].
Les protéines de bouts (+) forment un manchon autour du microtubule permettant de
recruter d’autres protéines participant a la croissance du microtubule, de limiter
'apparition de catastrophes et de s’accrocher avec d’autres protéines associées a I'actine
ou a la membrane plasmique [125]. En influant sur la composition du manchon
stabilisateur au bout (+), certaines protéines régulent la stabilité des microtubules et
ainsi participent a la polarisation des cellules [126].

Ces stabilisations/déstabilisations sont influencées par la présence de la membrane
cellulaire. Les microtubules s’assemblent réguliéerement jusqu’a la membrane ou ils
rentrent dans une alternance de phase de croissance et de dépolymérisation [127]. Cette
instabilité de croissance des microtubules n’a pas la méme dynamique dans toutes les
régions de la cellule. Certaines protéines vont ainsi stabiliser des microtubules a des
endroits particuliers comme le front de migration d'une cellule [128-130]. Le réseau
entier est donc lui-méme polarisé en zones dynamiques et en zones plus stables. Ces
différences de stabilité sont révélées par des modifications covalentes des monomeres
de tubuline constituant le microtubule. La tubuline a ou [, une fois assemblée en
microtubule peut étre modifiée par des enzymes. Par exemple lorsque le dernier acide
aminé est une tyrosine. Un microtubule jeune est riche en tubuline tyrosinée. La
tubuline peut étre détyrosinée et le dernier acide aminé est alors un acide glutamique,
signe que le microtubule a été stabilisé. Ce processus de modification sélective de la
tubuline participe a la polarisation du réseau de microtubules et a celle de la cellule

[131, 132]. D’autres modifications post-traductionnelles de la tubuline participent a la
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régulation de signaux, a la sélectivité du transport intra-cellulaire, et a la polarisation du

réseau de microtubules [133].

2.1. Le centrosome, un centre organisateur du réseau de

microtubules

Le centre d’organisation des microtubules (MTOC) organise les microtubules
cytosoliques en amorgant d’abord I'assemblage des microtubules, puis en participant a
leur ancrage, a leur libération et enfin a leur orientation. Dans les cellules animales, le
MTOC correspond au centrosome, un ensemble de protéines associées aux microtubules
qui contient parfois une paire de centrioles. La conséquence morphologique de ce
mécanisme de nucléation centralisée est la formation d'un réseau en aster, polarisé par
les bout (-) accrochés au centrosome et les bouts (+) dirigés vers la périphérie. Les
microtubules poussent a partir d'un complexe nucléateur, le y-TURC (y-Tubulin Ring
Complex). Ce matériel péricentriolaire est capable d’amorcer la polymérisation [134].
Les microtubules sont des rails pour le transport intracellulaire. Des moteurs
moléculaires s’activent le long de ce réseau en transportant des molécules ou des
vésicules. Certains moteurs se dirigent vers les bouts (+) comme la plupart des
kinésines, d’autres comme les dynéines, se dirigent vers les bouts (-). L’association de
ces déplacements orientés et de la structure en aster du réseau de microtubules permet
une ségrégation de certaines protéines autour du centrosome et d’autres a la périphérie
et donc I'organisation d’un tri.

Cette fonction est indispensable au maintien de la polarité cellulaire [135]. De plus la
capacité de collecter des informations de toute la périphérie cellulaire en un point
central et de renvoyer une réponse en périphérie confére au centrosome un role majeur
dans l'intégration des signaux et la coordination de la réponse cellulaire. L’instabilité
dynamique des microtubules offre a ce "systeme sensoriel et moteur" une grande
adaptabilité spatiale et un temps de réponse bien supérieur a ce que permettrait un

systéme basé sur la simple diffusion des signaux dans le cytoplasme.

2.2. Les protéines associées aux microtubules (MAPs)

Ces protéines sont réparties en 2 grands groupes selon leur fonction :

- d'une part, les MAPs structurales ;
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- d’autre part, les MAPs motrices.
Par ailleurs, il existe, a I'heure actuelle, d’autres MAPs en plus des deux grands groupes
cités précédemment, comme les protéines liant les extrémités plus des microtubules ou

+ TIPs (+ end TrackIng Proteins).

2.2.1 Les MAPs structurales

Les MAPs structurales regroupent principalement des MAPs de Type I (famille des
MAP1) et Il (Famille des MAP2/MAP4 /Tau). Ces MAPs structurales sont responsables de
la bonne conformation des microtubules regroupés en faisceau. Elles permettent la
liaison de microtubules entre eux, entrainant un espacement correct des microtubules
les uns par rapport aux autres. Chaque protéine de cette famille est synthétisée sous
forme d'un précurseur polypeptidique qui est par la suite clivé, a proximité de
I'extrémité C terminale, en une chaine lourde et une chaine légere.

Ces protéines se lient le long de microtubules par un domaine de liaison aux
microtubules (MTBD pour MicroTubule Binding Domain) localisé du c6té N terminal de
la chaine lourde de la protéine. En fait, ces MAPs stabilisent les microtubules en
diminuant la fréquence des périodes de dépolymérisation massive et en augmentant
celle de polymérisation. La phosphorylation induit une diminution de I'affinité des MAPs
pour les microtubules. Elles se détachent donc et ne jouent plus leur réle stabilisateur.
Les microtubules sont alors moins « protégés » face au processus d’instabilité

dynamique, ils peuvent étre donc, plus facilement, dépolymérisés.

2.2.2 Les MAPs motrices

Les MAPs structurales qui régulent le cytosquelette microtubulaire ne sont pas les
seules a se lier a ce réseau. En effet, il existe aussi les MAPs motrices que sont la dynéine
et la kinésine. Elles ont une activité motrice et se déplacent le long des microtubules qui
constituent pour l'occasion de véritables rails d’acheminement. Ces déplacements
moléculaires ne se font qu’'en présence d’ATP a hydrolyser. [136, 137]. Ce rdle de
convoyeur est fondamental dans le systeme nerveux et plus particulierement au sein des
axones. Les processus de transcription et de traduction ayant lieu dans le corps
cellulaire, il est nécessaire d’acheminer '’ensemble de ces éléments a la totalité de la
structure neuronale, des axones jusqu’aux terminaisons synaptiques [138].

Par ailleurs, les microtubules interviennent aussi aupres des partenaires privilégiés des

neurones du SNP, les cellules de Schwann. Au sein de ces derniéres, ils permettent
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I'acheminement des transcrits codant pour la MBP et ainsi provoquer l'extension
cytoplasmique nécessaire a la bonne formation de la gaine [139].

La kinésine se déplace vers I'extrémité plus des microtubules. Ce déplacement est appelé
transport antérograde [140]. La dynéine se déplace elle vers I'extrémité moins des
microtubules [141, 142] formant le transport rétrograde.

Les souris hérérozygotes pour la protéine KIF1B, une kinésine de la superfamille des
protéines KIF responsable du transport mitochondrial, souffrent de perte progressive de
force musculaire. Ce phénotype est a rapprocher de la neuropathie humaine Charcot-
Marie-Tooth de type 2A. Apres analyse génétique, il s’est avéré que I’haploinsuffisance
de KIF1B était responsable de la maladie aussi bien chez 'Homme que chez la souris

[143].

2.3. Interactions actine-microtubules

Comment le réseau de microtubules et celui d’actine peuvent-ils se transmettre des
informations ? Les monomeres d’actine et de tubuline ne peuvent pas former de liaison
directe. Nous avons vu que leurs dynamiques d’assemblage étaient interdépendantes car
les deux réseaux sont impliqués dans des boucles d’interactions avec les RhoGTPases
[114, 144]. Par ailleurs plusieurs protéines dont APC et EB1 sont capables de se fixer aux
deux réseaux. Ces connecteurs peuvent s’associer plus particuliéerement a certaines
formes du réseau d’actine (fibres de stress ou protrusions) et a certaines partie des
microtubules (bouts (+) et protéines associées, corps du microtubule).

La protéine APC, est clairement impliquée dans ce type d'interaction actine-microtubule

[145].
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Figure 20 : Modele d’'implication d’APC dans le cytosquelette [145]. (a) APC peut se lier directement
ou par lintermédiaire de EB1 aux microtubules et a l'actine par l'intermédiaire de ASEF. (b) La
phosphorylation d’APC diminue son affinité pour les microtubules et augmente celle pour la f-caténine
qui peut alors constituer un lien avec l'actine. (c) Les isoformes d’APC sans site de liaison aux

microtubules peuvent s’associer indirectement a I'actine.

La protéine APC se lie au cytosquelette microtubulaire via son domaine C terminal. De
plus, la protéine entiere comme le domaine C terminal seul sont capables d’induire
I'assemblage des microtubules [146, 147]. Plus précisément, APC se lie a 'extrémité (+)
des microtubules et permet d’'induire la formation de faisceaux [148, 149].

En outre, APC est capable de stabiliser les microtubules grice a son interaction avec
EB1, une protéine associée au bout (+) des microtubules [150]. En effet, en présence de
nocodazole (substance dépolymérisante), des microtubules associés a APC
dépolymeérisent moins vite que des microtubules seuls [151]. Au sein du systéme
nerveux, la protéine APC est préférentiellement localisée dans les neurones [152] ou elle
est retrouvée associée aux microtubules dans le cone de croissance ainsi que dans les

neurites [153, 154].
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2.4. Roles des microtubules apreés une lésion dans le systeme
nerveux central et périphérique

Récemment, les travaux de I'équipe de Bradke ont comparé les effets
morphologiques et les réponses intracellulaires d’'une lésion dans le SNC et dans le SNP
[155]. Les axones du SNC ne repoussent pas apres lésion et présentent a leur extrémité
un bulbe de rétractation caractérisé par un réseau de microtubules désorganisés et
instables. A l'inverse, les microtubules d’'un axone post-lésionnel du SNP sont organisés
en fuseaux stables formant un cone de croissance a l'extrémité. La désorganisation du
réseau a l'aide de nocodazole entraine la formation d’'un bulbe de rétractation et stoppe

la croissance axonale.
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Figure 21 : Roles des microtubules apres lésion dans le SNC et le SNP [155]. Les axones du SNC (A) et
du SNP (D) subissent une section compléte de I'axone. Apres quelques jours, un bulbe de rétraction se
forme dans le SNC (B) et demeure apres plusieurs semaines (C) tandis que le cone de croissance dans le

SNP (E) permet la reconnection avec le tissu cible (F).

Ainsi, la stabilité et I’organisation du réseau de microtubules apparaissent essentielles dans le
devenir d’un axone 1és¢ du SNC et du SNP. Les microtubules semblent donc jouer un role
primordial au cours de la régénération axonale et pourraient constituer d’importantes cibles

pour réguler ce phénomeéne.
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III. Lesvoies de signalisation Wnt

Les protéines Wnt (ou Wingless (Wg) chez la drosophile) appartiennent a une
famille de glycoprotéines morphogenes secrétées. Leurs effets auto- et paracrines
entrainent différentes cascades de signalisation (Figure 23 et Figure 24) qui contrdlent
de multiples processus biologiques comme la prolifération, la différenciation, I'apoptose,
la survie, la migration et la polarisation cellulaire. A ce jour, 19 membres de la famille
Wnt ont été identifiés chez I'homme et la souris. Par ailleurs, dans I'espece humaine, 11
protéines Frizzled différentes, les récepteurs des ligands Wnt, ont été répertoriées

(Figure 22).

HUMAN MOUSE FLY
Wnt | Fz Wnt Fz wnt | Fz

WNT1 FZD1 [ Wnt1 Fzd1 | wg Fz
|[WNT2  [FzD2 | Wnt2 Fzd2 | DWnt2 | Fz2
| WNT2B/13 | FZD3 | | Wnt2b/13 | Fzd2-rs1 | | DWnt3/5 | Fz3
|WNT3  |FZD4 | | Wnt3 Fzd2-rs2 | DWnt4 Fz4
|WNT3A [FZD5 | Wnt3a | Fzd3 DWnt6 smo
|WNT4 _ |FZD6 | | Wnt4 Fzd4 | | WntD/DWnt8 |
|WNTS5A  |FzD7 | |Wntsa  |Fzd5 | | DWnt10 [
|WNTS5B  |FzD8 | |Wntsb | Fzd6 | 7 Total | 5 Total
|WNT6  |FzD9 | Wnt6 | Fzd7

WNT7A | FZD10 Wnt7a | Fzd8
[WNT7B | SMOH | |Wnt7b [Fz9 | WORM

WNT8A Wnt8a | Fzd10
'WNTBB | | [Wntsb[smo Cm": Lirff7 -
|WNTOA | 4 | Wnta [Gan2 TMomE |
|WNT9B | , | Wntob . [Cin-44 | Mig-1
| WNT10A | 4 | Wnt10a ‘ o s

WNT10B [ Wnt10b | | EQIT
[T 1 LLLLLE. | 5 Total | 3 Total
[WNT16 | } Wnt16__|

19 Total | 11 Total | | 19 Total | 13 Total |

Figure 22: Désignation des protéines Wnts et Fz chez quatre espéces différentes [156]. Liste des
protéines Wnt et Fz chez '’humain, la souris, la mouche et le vers de terre. Les cases grisées indiquent les
protéines impliquées dans le développement de la synapse et son fonctionnement. Ces informations
proviennent pour partie du site d’informations du Dr. Nusse, Wnt Homepage

(http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/).

La classification physiologique fut établie selon l'induction ou non d’un axe dorso-

ventral au cours de 'embryogénese du xénope.
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Les ligands Wnts se fixent au récepteur a 7 domaines transmembranaires Frizzled (Fz
ou Fzd) qui se dimérise avec son co-récepteur Low-Density Lipoprotein (LDL) receptor-
related protein 5/6 (LRP5/6). Le complexe ainsi formé active la protéine Dishevelled

(Dv1) qui est un carrefour de trois voies de signalisation :

- la voie canonique ou Wnt/ B-caténine stabilise la  caténine permettant son
accumulation au noyau et la régulation transcriptionnelle de géenes cibles (Figure
23a);

- la voie PCP (Planar Cell Polarity) aboutit a I'activation de GTPases (comme
RhoA) et de kinases (comme JNK). Cette voie est surtout impliquée dans la
migration et la polarisation cellulaire (Figure 24c) ;

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

concentration intracellulaire en calcium (Figure 24e).

I. Lesvoies Wnt canoniques

Au sein de la voie canonique, en présence de ligands Wnts, le récepteur Fz se
dimérise avec son co-récepteur Low-Density Lipoprotein (LDL) receptor-related protein
5/6 (LRP5/6) qui est phosphorylé par Dvl (Figure 23a). Il recrute le complexe Axin a la
membrane qui ainsi séquestré ne peut plus phosphoryler la 3-caténine. Celle-ci peut
désormais s’accumuler dans le cytoplasme puis passer dans le noyau ou elle se fixe aux
facteurs de transcription T Cell Factor (TCF) et Lymphoid Enhancer binding Factor 1
(LEF) puis a leurs éléments de réponses sur I’ADN. La fixation sur les éléments de
réponses TCF/LEF entrainent la transcription des genes cibles de la voie telles la cycline
D1 ou la connexine 43.

En l'absence du ligand Wnt, le complexe Axin composé des protéines Axin, du
suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli (APC), de la caséine kinase 1 (CK1) et
de la sérine/thréonine kinase Glycogen Synthase Kinase 33 (GSK3[3), phosphoryle la §3-
caténine. Cette phosphorylation qui a lieu dans la partie N-terminale entraine la
reconnaissance de la [(-caténine par une ubiquitine ligase B-Transducing Repeat-
Containing Protein ([-Trcp) et provoque son adressage et sa dégradation dans le

protéasome.
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Figure 23: Les différentes voies de signalisation Wnt, 1ére partie [157]. En (a) est représentée la voie
Wnt/B-caténine qui sous 'effet d'une d'un ligand Wnt permet la translocation de la $-caténine au noyau et
la régulation de I'expression de ses génes cibles. En (b) est représentée la voie divergente dont la protéine
majeure est la GSK3[. Cette derniére peut phosphoryler des protéines associées aux microtubules et

provoquer la destabilisation du réseau.

Il existe une forme divergente de cette voie canonique (Figure 23b) qui établit les
relations entre Dvl et les microtubules. Nous développerons cette voie dans la partie

portant sur le role de Wnt sur le cytosquelette (page 62).

2. Les voies Wnt non canoniques

La voie Planar Cell Polarity pathway (PCP) ou Wnt-Jun N-terminal kinase (JNK)
tient son nom du comportement et de la polarité qu’adoptent les cellules sur un

épithélium au cours de la formation de la soie chez la drosophile ou de la gastrulation.
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Au sein de cette voie de signalisation (Figure 24c), Wnt se fixe sur Fz, active Dvl qui va
former des complexes avec RhoA ou Racl et la kinase JNK pour stabiliser le
cytosquelette d’actine et le réseau de microtubules.

La voie calcique (Figure 24d) déclenche une série de réactions qui aboutit a
I'accumulation intracellulaire de calcium. Le ligand Wnt se fixe sur son récepteur Fz,
puis, par l'intermédiaire de Dvl et de la phospholipase C, conduit a la formation de
diacylglycerol (DAG) et d’inositol-triphosphate (IP3). Le flux de calcium généré

provoque l'activation d’enzymes telles que la protéine kinase C (PKC) et la

calcium/calmodulin-dependent proteine kinase II (CaMK2).

¢ Planar cell polarity pathway  d Calcium pathway e Frizzled nuclear import pathway
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e Acetylcholine receptor * Cell fate * Microtubule cytoskeleton
clustering o Cell migration remodelling

Figure 24: Les différentes voies de signalisation Wnt, 2nd partie [157]. En (c), la voie PCP régule le
cytosquelette par I'intermédiaire de Rhoa et JNK. En (d), la voie calcique active les facteurs de tanscription

NFAT. Enfin, en (e), une partie du récepteur Fz est internalisée pour réguler la transcription.

Enfin, il existe une voie alternative (Figure 24e) ou voie d’importation nucléaire

récepteur Fz. Au cours de cette signalisation, les récepteurs membranaires de type Fz2,
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sont internalisés, clivés et enfin importés dans le noyau [158] a I'aide d'un partenaire
GRIP (un récepteur au glutamate a 7 domaines PDZ). Cette voie est surtout impliquée au
cours de la formation du bouton synaptique.

Il est a noter qu’au sein de ces différentes voies de signalisation, la protéine Dvl a un réle
prépondérant de plaque tournante, orientant aussi bien vers la régulation

transcriptionnelle que la stabilisation du cytosquelette.

3. Dialogues entre les différentes signalisations Wnt

Plusieurs équipes ont démontré que la signalisation non canonique pouvait inhiber
la voie canonique. Ainsi, la surexpression de Wnt5a bloque la formation de l'axe
secondaire par Wnt8 chez le xénope [159]. Plusieurs hypotheses ont été avancées pour
expliquer ces mécanismes d’inhibition. Wnt5a pourrait inhiber [I’activité
transcriptionnelle de la -caténine en induisant la phosphorylation de TCF-4 par la
Nemo like kinase (NLK) [160]. L’inhibition de la voie canonique par la voie non
canonique pourrait aussi s’expliquer par la compétition touchant Dvl, partenaire
impliqué dans les deux signalisations. A ce titre, il a récemment été montré, que les
protéines NFAT réprimaient la signalisation canonique en interagissant avec Dvl,
participant ainsi a la régulation et a la prolifération des progéniteurs neuronaux [161].
Enfin, il a par ailleurs été démontré chez la souris que la 3-caténine peut étre dégradée
par le facteur Siah 2 dont la transcription est augmentée par Wnt5a [162].

Les frontieres entre les voies canoniques et non canoniques sont perméables et
dépendent précisément du contexte cellulaire. Ainsi, 'équipe de Roel Nusse a mis en
évidence que selon le contexte de récepteurs membranaires présents a la surface
cellulaire, Wnt5a pouvait soit inhiber soit activer la voie Wnt/ 3-caténine. Dans le cas ou
les récepteurs Fz4 et LRP5 sont a la surface, Wnt5a peut activer la voie canonique. En
revanche, si le co-récepteur Ror 2 est présent, Wnt5a induit une signalisation non
canonique tout en inhibant la voie canonique [163].

Les effets des Wnts sont si finement régulés que des signalisations différentes sont
mises en places dans les régions pré- et post-synaptiques. Il a ainsi été montré dans un
modele de souris que Wnt3 participait au regroupement de récepteurs a I'acétylcholine

dans la région post-synaptique [164]. Une boucle de rétrocontrole négatif par
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I'intermédiaire de Wnt3a permet alors de limiter 'agrégation de ces mémes récepteurs a
'acétylcholine [165]. Il est a ce stade important de préciser que les ligands Wnts qui
participent au développement et au fonctionnement de la synapse ne sont pas
seulement secrétés de fagon auto- et paracrine par les composantes pré- et post-

synaptiques mais aussi par les cellules gliales [166].

4. Role de la voie Wnt sur le cytosquelette

La voie Wnt peut modifier le cytosquelette cellulaire indépendamment de toute
activité transcriptionnelle dans le noyau en passant par la voie canonique divergente ou
la voie Wnt PCP. Cette régulation touche non seulement la stabilité des microtubules
mais également l'architecture de '’ensemble du réseau sous-cortical d’actine. Ainsi, la
régulation de la stabilité des microtubules est fondamentale pour le bon alignement du
fuseau mitotique, la migration cellulaire, la polarisation ou bien encore le controle de
I'arborisation terminale des axones et des dendrites.

Ces modifications du cytosquelette passent en partie par l'inhibition de la GSK3p, I'une
des protéines pivots de la signalisation Wnt. La protéine Dvl qui est un acteur de cette
voie de signalisation est étroitement associée aux microtubules et plus
préférentiellement a leur forme stabilisée [167]. De maniére surprenante, la protéine
Axine qui est un régulateur négatif de la voie, se fixe et stabilise les microtubules. Son
role pourrait donc étre davantage celui d'un modulateur que d’un inhibiteur. L’'inhibition
de la GSK3f modifie la phosphorylation de protéines associées au cytosquelette telles
que MAP1B, MAP2, Tau, CRMP2 ou encore APC et par conséquent la structure et la
stabilité du cytosquelette. Il est important de souligner que la phosphorylation de ces
protéines associées aux microtubules peut les activer ou les inactiver. Ainsi MAP1B
phosphorylée se retrouvera activée et associée a un réseau de microtubules instables et
dynamiques. La phosphorylation de CRMP2 ou APC par la GSK3[f inactivera ces
protéines, renforc¢ant ainsi I’état instable du réseau de microtubules (Figure 25).

A l'inverse, la diminution du taux de phosphorylation de MAP1B, CRMP2 et APC (ce qui
aura pour effets d’activer ces deux dernieres) permettra aux microtubules de

polymériser et de se stabiliser.
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Figure 25: Régulation des substrats de la GSK3f au cours de la croissance axonale [168]. La
phosphorylation activatrice de MAP1B et inactivatrice des protéines CRMP2 et APC rend les microtubules
dynamiques et instables. A l'inverse, déphosphorylée, MAP1B est inactive tandis que CRMP2 et APC sont

actives et stabilisent les microtubules.

Ce processus a été particulierement bien décrit au cours de la pousse axonale et de
I'arborisation ou phénomene de « branching » induit par Wnt7a. Faisant partie de la voie
canonique, Wnt7a inhibe la GSK3[3 conduisant a une diminution de quantité de la forme
phosphorylée de la MAP1B (Figure 26). Cette forme phosphorylée de la protéine est
préférentiellement associée a des microtubules instables. Ainsi, la dynamisation du
réseau tubulaire conduit a un important remodelage axonal des neurones cérébelleux en
cours de développement [169].

Dans le cervelet des vertébrés, plusieurs équipes ont montré que les Wnts jouaient un
role de guidage, de signal rétrograde émis par les neurones cibles avant la formation de
la synapse. Les cones de croissance axonaux sont composés de microtubules et
d’organites dans leurs parties centrales et d’'une région riche en actine hautement
dynamique en périphérie. La régulation fine de la signalisation Wnt favorise
I'augmentation du diametre des cones de croissance ainsi que la formation de boucles de
microtubules préalables a la formation des synapses. A la périphérie du cone de
croissance, 'absence de Wnt favorise la dynamique et l'instabilité des microtubules

permettant ainsi I’arborisation axonale.
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Figure 26: Régulation de la stabilité des microtubules au cours de la pousse axonale [170]. La
signalisation Wnt est nécessaire pour stabiliser les microtubules et permettre la fomation du bouton

synaptique. En son absence, on observe une importante arborisation axonale.

Chez C. elegans, la signalisation Wnt controle 'orientation du fuseau mitotique dés le
stade blastomeres [171]. Chez la drosophile, la protéine APC est nécessaire pour le bon
accrochage du réseau microtubulaire sous-cortical et ainsi réaliser des divisions
cellulaires symétriques [172]. APC pourrait également intervenir dans la fixation et la
régulation du réseau d’actine [173].

Ainsi, la protéine APC apparait étre a 'interface de plusieurs effets possibles de la voie
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Figure 27: Effets possibles de la signalisation Wnt sur le cytosquelette par I'intermédiaire de la
protéine APC [145]. Les ligands Wnts semblent avoir la capacité d’augmenter la fxation d’APC sur les
microtubules et les filaments d’actine et ainsi de les stabiliser. IIs pourraient par ailleurs jouer un réle au

cours de la division mitotique en favorisant la laison d’APC au kinétochore.
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La signalisation non canonique peut également agir sur le cytosquelette cellulaire. La
contribution de GTPases de type Rho au cours de la migration cellulaire a été mise en
évidence aussi bien in vitro que in vivo. Les trois membres les plus étudiés, Rho, Rac et
Cdc42 font partie intégrante de la voie PCP. Rho controle I'assemblage des filaments
d’actine-myosine en vue de générer la force contractile. Tandis que Rac et Cc42 activent
la polymérisation d’actine a la périphérie cellulaire afin de générer la force protrusive
sous la forme de lamellipodes et filopodes. Les Rho GTPases participent également au
changement de la forme de la cellule en influant la réorganisation du cytosquelette
d’actine.

L’expérience in vitro de la lésion d'une mono couche cellulaire confluente en culture
(expérience de « scratch assay ») a permis de mettre en évidence les polymérisations
d’actine et de microtubules au front de migration [174]. Dans ces conditions Cdc42 se
retrouve a jouer un roéle important aux bordures, a proximité de la lésion. Par
I'intermédiaire du complexe Par6/aPKQ(, il inhibe la GSK3[ et favorise 'accumulation de
I’APC aux extrémités (+) des microtubules [175]. Dans une autre étude, il a été montré
que la lésion d'une mono couche cellulaire confluente en culture provoquait par
I'intermédiaire de Wnt5a l'activation de la voie non canonique. Cette voie coopére avec
le complexe cdc42/Par6/aPKC permettant ainsi la réorganisation du cytosquelette de
microtubules [176].

La voie Wnt non canonique et plus précisément la voie PCP agit par I'intermédiaire de la
protéine JNK sur le réseau de microtubule. Il a été montré que l'isoforme JNK1 pouvait
phosphoryler la protéine MAP2 et ainsi stabiliser les microtubules [177].

Jusqu’'a présent, les effets de la voie Wnt sur le cytosquelette ont été surtout étudiés sur
les neurones et ses prolongements. Nous nous sommes pour notre part focalisés sur le
role des différents ligands Wnt sur le cytosquelette des cellules de Schwann.

L’analyse des mutants pour différents Wnts met en lumiere I'importance et la variété
des processus biologiques qu’ils controlent. Chez la drosophile, wingless est impliquée
dans de nombreux stades du développement embryonnaire et larvaire [178] ainsi qu’au
cours de la différenciation synaptique [179]. Chez les vertébrés, la délétion du gene Wnt
peut provoquer des phénotypes dramatiques allant de la létalité embryonnaire, de
malformations du SNC a I'absence de rein ou de membre. Cette variété indique que la
signalisation Wnt a de nombreux effets transcriptionnels dépendant du type cellulaire

(tableau 2).

68



Knockout (KO) phenotypes
Gene or other functions

Redundancies/
similarities

with other KO References

Wntl Deficiency in neural crest derivatives,
reduction in dorsolateral neural
precursors in the neural tube (with
Wnt3A KO)

Decrease in thymocyte
number (with Wnt-4 KO)

Wnt3  Early gastrulation defect,
perturbations in establishment and
maintenance of the apical ectodermal
ridge (AER) in the limb

Whnt3a Paraxial mesoderm defects, tailbud
defects, deficiency in neural crest
derivatives, reduction in dorsolateral
neural precursors in the neural tube
(with Wntl KO)

Loss of hippocampus
Somitogenesis defects

Wnt4  Defects in female development;
absence of Mullerian duct, defects in
adrenal gland development

Decrease in thymocyte
number (with Wnt1 KO)
WntSa Truncated limbs and AP axis
Defects in distal lung morphogenesis
Chondrocyte differentiation defects,

perturbed longitudinal skeletal outgrowth

Inhibits B cell proliferation, produces
myeloid leukemias and B-cell
lymphomas in heterozygotes

Wnt7a Female infertility; in males,

Mullerian duct regression fails

Delayed maturation of synapses in
cerebellum

Wnt7b Placental development defects

Respiratory failure, defects in carly
mesenchymal proliferation leading
to lung hypoplasia

Whntl1 Ureteric branching defects and
kidney hypoplasia

Redundant with
‘Wnt3a and Wntd;
similar to TCF1

(Ikeya et al. 1997,
Mulroy et al. 2002)

In limbs, similar
to loss of
B-catenin

(Barrow et al. 2003,
P. Liu ct al. 1999)

Redundant with Wntl, (Aulcehla et al. 2003;
similar to LEFI/TCF1  Galceran et al. 1999,
2000; Ikeya et al. 1997;
Lee et al. 2000;
Yoshikawa ct al. 1997)

Wntl (Heikkila et al. 2002,
Mulroy et al. 2002,

Vainio et al. 1999)

(Li et al. 2002,
Liang et al. 2003,
Yamaguchi et al. 1999,
Y. Yang et al. 2003)

(Hall et al. 2000,
Parr & McMahon
1998)

(Parr et al. 2001,
Shu et al. 2002)

(Majumdar et al. 2003)

Tableau 2 : Phénotypes des souris délétées de la protéine Wnt [180]. Ces différents phénotypes
indiquent que la signalisation Wnt provoquent plusieurs effets transcriptionnels. Dans de nombreux cas,

le type cellulaire spécifie la nature de la réponse transcriptionnelle.

5. Roles de Wnt dans le développement du systeme nerveux

Le profil d’expression des différents composants de la signalisation Wnt a été étudié
dans le cerveau de souris [181]. Cette étude montre des différences d’expression de la 8-
caténine, TCF4, LEF-1 et de la GSK3p dans les neurones, les astrocytes et les
oligodendrocytes a différents stades du développement.

Lors du développement, la voie Wnt/B-caténine est impliquée dans les différentes
étapes de la formation du systeme nerveux [182]. Elle intervient dans un premier temps
lors de la détermination de 'axe antéro-postérieur [178]. Le chlorure de lithium qui est
un inhibiteur reconnu de la GSK3f [183] et donc un activateur mimant la voie

canonique, bloque la formation des structures antérieures. La délétion de I'effecteur
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final de la voie, le facteur de transcription p-caténine entralne une anomalie de
formation de I’axe antéro-postérieur qui est 1étale au stade embryonnaire (E7) [184].
L’utilisation des souris KO pour différents Wnts a permis de mettre en évidence
I'importance de la glycoprotéine morphogéne dans I'établissement des structures du
cerveau. En effet, les homozygotes Wnt3a-/- présentent d’importants défauts de
formation de I'hippocampe [185]. Ces malformations sont pour la plupart retrouvées
lors de I'invalidation de la 3-caténine dans les régions d’expression de Wnt1 [186] ainsi
que les souris KO pour LEF1.

Les souris invalidées pour Wnt1 présentent un défaut de formation du mésencéphale et
du rhombencéphale assez similaire au phénotype des souris mutantes pour la p-
caténine, ce qui suggere que Wntl controle le développement de cette partie du cerveau
par l'intermédiaire de la voie canonique. Cette anomalie du cerveau moyen-cerveau
antérieur serait due a une diminution de la différenciation et de la survie des cellules de
la créte neurale [187].

Les expériences de perte et gain de fonction de la f-caténine ont permis de montrer
dans la moelle épiniére et le cerveau que cette signalisation régulait non seulement la
survie, mais aussi 1'équilibre entre la prolifération et la différenciation cellulaire. En
effet, un défaut en (-caténine entraine une diminution importante de la taille de la
moelle épiniére et une diminution de la prolifération des progéniteurs neuronaux
associée a une augmentation de leur différenciation. A l'inverse, la mutation gain de
fonction de B-caténine provoque une augmentation de la taille de la moelle épiniére et
de la prolifération des progéniteurs neuronaux associée a une diminution de leur
différenciation [188].

La voie Wnt/pB-caténine intervient pendant la différenciation des oligodendrocytes, car
I'activation de la [-caténine retarde, transitoirement, la maturation des
oligodendrocytes, 'expression des protéines de la myéline ainsi que l'apparition des
axones myeélinisés, sans modifier le nombre de précurseurs des oligodendrocytes [189,
190]. Une autre étude montre que les enzymes HDAC1/2 sont essentielles pour la
formation et la différenciation des oligodendrocytes. Chez les souris HDAC1/2 KO
(dCKO), la pB-caténine est stabilisée et donc activée, ce qui inhibe la différenciation des
oligodendrocytes en activant I'expression de Id2/4, des inhibiteurs de la différenciation

[191]. Méme si ces études évoquent un role potentiel de la B-caténine dans la
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différenciation oligodendrocytaire, elles ne décrivent aucun effet de la voie Wnt sur

'expression des genes de la myéline.

6. Implications de 1la voie Wnt dans les maladies
neurodégénératives

6.1. Maladie d’Alzheimer

La signalisation Wnt est aussi impliquée dans la maladie d’Alzheimer (AD) [192]. Un
premier travail a montré que I'hyperphosphorylation (donc la stabilité) de la protéine
Tau est controlée par un groupe de sérine-thréonine kinases dont la GSK3f [193].
L’inhibition de la GSK3f prévient 'hyperphosphorylation de Tau, la rupture des
microtubules neuronaux ainsi que l'initiation des processus de mort cellulaire. De plus, il
a été démontré que la B-caténine et la GSK3f font partie du complexe multiprotéique de
la presenilin 1 (PS1). La PS1 aide a la régulation de la quantité de -caténine disponible.
Enfin, une étude récente indique que la protéine APP (Amyloid Precursor Protein),
associée a I’AD, module la dégradation de la p-caténine ce qui indique qu’'une
surexpression de I’APP pourrait entrainer I’AD via une inhibition de I'expression de la 8-
caténine [194]. La maturation de I’APP et la neurotoxicité du peptide P-amyloide
pourraient étre modulées par le lithium. L’ensemble des données montre donc le role

d’une inhibition de la signalisation Wnt dans I’AD.

6.2. Wnt et neuroprotection

Plusieurs études montrent que le chlorure de lithium (LiCl), un inhibiteur de la
GSK3p, est capable d’activer ou de mimer la voie Wnt/B-caténine [183]. En effet,
I'administration de LiCl a des souris, stabilise et accumule la P-caténine dans le
cytoplasme, ce qui entraine son entrée dans le noyau. Par ailleurs, les souris invalidées
pour la GSK3f présentent le méme phénotype que les souris traitées au LiCl (baisse de
I'immobilité a un test de nage) [195]. Le lithium est déja utilisé comme stabilisateur de
I’humeur pour le traitement des maladies bipolaires [196, 197]. Des études récentes
menées in vitro et in vivo suggerent que le lithium pourrait étre utilisé dans le traitement

des lésions cérébrales aigués ou dans les maladies neurodégénératives telles que la
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maladie de Parkinson, I’AD, la sclérose en plaques et la maladie de Huntington [198,
199]. De plus, le lithium a des effets neuroprotecteurs en inhibant la mort neuronale et
en stimulant la neurogenese [200]. En effet, le traitement par le lithium augmente
I'expression des genes de survie comme Bcl-2, Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNF), hsp70, B-caténine et CREB [201-203]. A I'opposé, le lithium inhibe I'expression
des geénes ou l'activité des protéines pro-apoptotiques comme les caspases, Bax, le

cytochrome c et le peptide f-amyloide.

6.3. Wntet pathologies génétiques

Une étude de 2004 a permis de proposer la mutation perte de fonction de Wnt3
comme responsable de la tetra-amelia, une maladie génétique humaine rare qui se
caractérise par I'absence de membre [204]. Chez I'adulte, des défauts de signalisation de
la voie Wnt peuvent conduire a de nombreuses anomalies et maladies dégénératives.
Ainsi, une mutation du gene codant pour la LRP5 a été identifiée dans des pathologies
touchant la densité osseuse. Une mutation non sens de I’Axine 2 provoque une agénésie
dentaire sévere. Cette méme protéine Axine 2 qui est une cible transcriptionnelle de la
voie Wnt, induit une boucle de rétro-controle négatif qui aboutit a la dégradation de la f3-
caténine. Elle est fortement exprimée dans les lésions cérébrales du nouveau-né
présentant des hypoxies ischémiques ainsi que chez I'adulte atteint de scléroses

multiples [205].
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MATERIEL ET METHODES
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Nous nous limiterons dans cette partie aux méthodes qui ne sont pas décrites dans les

deux articles présentés dans la partie résultats.

. La Microscopie a Force Atomique (AFM) :
Le principe du microscope a force atomique (AFM) consiste a déplacer une pointe
ultrafine a proximité de I'échantillon et a mesurer les interactions locales entre la
surface de I'échantillon et la pointe. Il existe plusieurs modes d’utilisation de 'AFM, nous
utilisons le mode contact, ou la pointe, montée sur un levier souple, est placée en contact
de la surface de I'échantillon; une force constante est imposée pendant le balayage
Ainsi, lorsque la pointe se déplace et qu’elle rencontre une aspérité, le levier est
défléchi; cela entraine l'intervention d’'une boucle de rétrocontrole qui va maintenir
constante la distance et donc la force d’interaction entre la pointe et I’échantillon. La
position du levier est détectée par réflexion d'un faisceau laser sur sa face supérieure
(recouverte d’or) vers une photodiode a quatre cadrans (Figure 28). Les céramiques
piézoélectriques qui assurent le déplacement de la pointe limitent actuellement a 100
pum environ la taille du balayage dans le plan avec une amplitude verticale de 6 pm. Pour
I’étude d’échantillons biologiques, les mesures s’effectuent dans le milieu de culture. De
plus, afin de ne pas endommager les cellules, les forces appliquées doivent étre faibles
(de 'ordre de quelques picoNewtons) et le levier le plus souple possible (constante de

raideur d’environ 10 mN/m).

laser

photodiode

cantilever

piezo échantillon

Figure 28: Schéma de principe de 'AFM et du dispositif utilisé.

Au cours du balayage de la surface, deux images sont collectées simultanément

(Figure 29):
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* une image topographique (encore appelée image hauteur) qui nous renseigne sur
le relief de la cellule et permet de déterminer sa hauteur, sa surface d’adhésion ou
bien son volume ;

* une image dite de déflexion qui correspond aux réajustements électroniques de la
position relative entre la pointe et I’échantillon. Cette image fait ressortir plus
nettement les détails de la surface. Dans le cas de cellules adhérentes, on peut

visualiser le cytosquelette sous-membranaire (Figure 29).

Figure 29: Images de hauteur (gauche) et de déflexion (droite) de cellules de Schwann (MSC80)

dans leur milieu de culture (100 pm x 100 pm).

Le microscope a force atomique utilisé est un Bioscope™ de chez Digital
Instruments/Veeco, le pilote étant le Nanoscope 3a. L'AFM est monté sur un microscope
inversé Olympus IX 70 qui permet de visualiser les cellules et de choisir la zone
d’intérét. Les pointes utilisées (Veeco) sont en nitrure de silicium, leur constante de

raideur est comprise entre10 a 30 mN/m.

¢ Lésion d'une monocouche cellulaire in vitro :

L’expérience de strie ou scratch test consiste a enlever une bande de cellules a un tapis
cellulaire confluent [206]. Les cellules MSC80 sont ensemencées a 2 millions de cellules
par puits de plaque 6 puits. Le lendemain, la strie est réalisée a 'aide d’un cone stérile de

200ul. Le milieu de culture est changé et additionné si nécessaire de LiCl (10mM)
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pendant 8h ou 24h dans un incubateur a 37°C et 5% de CO:. Selon I'expérience, on
préleve I'’ensemble du puits ou une bande de cellules récoltée a l'aide d'une spatule
stérile. Apres extraction des ARN totaux, une RT est réalisée puis une amplification

d’ADNc et enfin les genes sont dosés par PCR quantitative.

¢ Milieux conditionnés :

Les cellules MSC80 sont ensemencées a 1,5x10°> cellules par puits de plaque 6 puits. Le
lendemain, les cellules MSC80 sont transitoirement transfectées en utilisant de
I'Effecten® (Qiagen). Les plasmides (0,25ug par puits de plaque 6 puits) codent pour
différents Wnt (3, 3a, 4, 53, 5b, 6, 7a et 7b). Deux jours apres la transfection, le milieu de
culture est transféré sur des cellules MSC80 ensemencées la veille a la méme
concentration que précédemment. Le milieu de culture est laissé 24h ou 48h puis les
prolongements de CS sont mesurés au microscope a épifluorescence ou les CS sont

récupérées pour doser la variation d’expression des genes par qPCR.

* Mesure des prolongements des CS :

Les cellules sont observées et photographiées au microscope a épifluorescence (Nikon
Eclipse TE-2000E) équipé d’'une chambre thermostatée a 37°C. La mesure des
prolongements cellulaires est réalisée grace au différentiel de fluorescence (NIS Element
Software) entre la cellule et le bruit de fond. Ainsi le logiciel parvient a délimiter une

zone correspondant a la surface de la cellule.

¢ Détermination du nombre et de la viabilité cellulaire :

Le compteur de cellules (CASY® Model TT, Scharfe System, Reutlingen) dénombre
précisément les cellules ainsi que leur viabilité en fonction de leur diametre et leur
facteur d’agrégation. Les cellules sont resuspendues dans un électrolyte spécifique
(CASY® ton) et aspirées a travers un capillaire ou regne une fréquence de 1MHz. La

résistance électrique des cellules est mesurée indiquant le degré de viabilité (les cellules
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mortes ne présentant pas la barriere électrique naturelle qu’'est la membrane

plasmique).

* Microscopie infrarouge avec source synchrotron :

Notre objectif a été de déterminer les parametres d’acquisition pour détecter et
caractériser des variations spectrales liées aux effets du LiCl a I’échelle de la cellule de
Schwann isolée. De telles expériences ne peuvent pas étre réalisées a l'aide d’'un
spectrometre infrarouge (IR) avec une source conventionnelle ; nous avons eu recours a

la source synchrotron SOLEIL.

Le synchrotron SOLEIL (acronyme de Source Optimisée de Lumiere d’Energie
Intermédiaire du LURE) est implanté sur le plateau de Saclay a Saint-Aubin (I'Orme des

Merisiers, Essonne).

* Principe de fonctionnement de la source synchrotron SOLEIL :

Figure 30: Schéma de principe du fonctionnement du synchrotron SOLEIL (source site Web

SOLEIL)

1. Un faisceau d’électrons émis par un canon a électrons est accéléré dans un
accelérateur linéaire (LINAC) de 16 m de long ou ils atteignent la vitesse de la lumiére et
un premier niveau d’énergie : 100 MeV.

2. Apres cette premiere accélération, le faisceau d’électrons est dirigé vers un deuxieme
accélérateur circulaire qui porte leur énergie a la valeur de fonctionnement du

synchrotron SOLEIL soit 2,75 GeV.
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3. A ce niveau d’énergie, les électrons sont injectés dans I'anneau de stockage de 354
metres de circonférence (soit 113 metres de diametre) ou ils vont tourner pendant
plusieurs jours.

4. Dans l'anneau de stockage, des dispositifs magnétiques dévient la trajectoire des
électrons ou les font osciller. Les électrons perdent donc de I'énergie sous forme de
lumiere, c’est le rayonnement synchrotron que l'on récupere tangentiellement a leur
trajectoire.

5. L’énergie perdue par les électrons en émettant le rayonnement synchrotron est
compensée par des cavités radiofréquences.

6. Le rayonnement synchrotron est dirigé, sélectionné et conditionné par des systémes

optiques vers les stations expérimentales au niveau des lignes de lumiere.

* Laligne SMIS:

Nous avons utilisé la ligne SMIS qui dispose d’un spectrometre infrarouge a transformée
de Fourier, Thermo Nicolet Magna 860 (Thermo Fischer, Courtaboeuf, France), couplé a
un microscope confocal Continuum-Thermo Nicolet (Figure 31). Le faisceau est réparti

sur deux instruments grace a une combinaison de miroirs plans et de miroirs toriques.

Figure 31: Montage utilisé sur la ligne de lumiere SMIS du synchrotron SOLEIL. a) microscope

confocal ; b) spectrométre IRTF (source thése F. Draux, Université de Reims, 2009).

Ce microspectrometre est équipé d’objectifs refracromat (32X/ON 0,65 et 15X/ON 0,6)
qui assurent la focalisation du faisceau sur I’échantillon et d'un détecteur de type MCT/A

(Mercure Cadmium Tilluride) (250x250 pm?) refroidi a I'azote liquide.
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Le flux de photons sur l'échantillon est d’environ 4.8e+13 Phot/s/0.1% bw avant
I'entrée dans l'interférometre. La mesure des intensités des différentes longueurs
d’onde transmises ou absorbées est réalisée avec un interférometre de Michelson et une
séparatrice en KBr/Ge, le spectre résulte du calcul de la transformée de Fourier de
I'interférogramme.

Le logiciel utilisé pour 'acquisition des spectres est Omnic software (version 8.0); il
permet d’une part le réglage des parametres d’acquisition, et d’autre part, le traitement
des données (correction atmosphérique, normalisation, calcul des dérivées et

reconstruction d’'images spectrales).

* Avantages et inconvénients de cette technique :
L’'intérét majeur de la source synchrotron dans le domaine infrarouge est sa haute
brillance. Elle est estimée a environ 1000 fois celle d'une source conventionnelle type
Globar®, ce qui permet de diminuer les ouvertures de maniere considérable et
d’atteindre une résolution spatiale pouvant aller jusqu’a 3x3 pum?, tout en conservant un

signal de bonne qualité.

Elle a ainsi permis une avancée importante dans l'acquisition d’informations
biomoléculaires sur des tissus et au niveau cellulaire, avec un rapport signal/bruit
jamais atteint a cette résolution [207]. Plus important encore, elle a rendu possible
'acquisition d’images infrarouge a des résolutions subcellulaires [208]. La résolution
spatiale obtenue grace a la haute brillance de la source et l'utilisation de la géométrie
confocale, a permis d’atteindre la limite de diffraction (A/2) [209]. Ainsi, la source
synchrotron permet I'étude d’organelles subcellulaires, mais également I'ensemble des

cibles cellulaires d’intérét.

L’'inconvénient majeur de la source synchrotron est qu’elle a un cofit extrémement élevé
et que son acces est fortement limité. En effet, I'accés aux lignes de lumiere reste tres
compétitif car il repose sur des appels a projets au niveau international. De ce fait, le

temps de faisceau alloué reste limité.
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* Préparation des échantillons :

Le désavantage majeur de la spectroscopie IR réside dans la difficulté de travailler en
milieux aqueux. Aussi, pour notre étude il a été nécessaire de déshydrater les dépots
cellulaires afin d’éviter le signal parasite de I’eau.

Différents protocoles ont été décrits et comparés dans la littérature pour optimiser les
conditions de détection des cellules dans I'IR [210-213]. Nous en avons testé 3 et avons
retenu une fixation au formalin suivi d'un séchage a l'air.

Deux jours apres repiquage des MSC80 sur des lames réfléchissantes dans le domaine IR
(lames MirrIR, Kevley Technologies, USA), ringage NaCl 0,9%, fixation au formalin 4%
dans NaCl 0,9% pendant 20 min a température ambiante, rincage a l'eau distillée,

séchage a I'air, RT pendant 1h.

* Acquisition des spectres IR :
Les spectres IR ont été enregistrés en mode réflexion apres avoir sélectionné
préalablement les cellules en lumiere blanche et s’étre positionné spécifiquement sur le
noyau ou bien au niveau du cytoplasme d’'une extension cellulaire. Un spectre de
référence est systématiquement enregistré dans les mémes conditions a une extrémité

propre de la lame (128 accumulations, 8 cm-! de résolution).
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I. Régulation des genes de la myéline par les

différentes voies Wnt

1. La voie Wnt/B-caténine régule I'’expression des genes de la
myéline dans le systéeme nerveux central et dans le
systéeme nerveux périphérique (article 1)

La voie canonique Wnt/[3-caténine tient un role important au cours des processus de
développement du systeme nerveux et participe a la plasticité neuronale. Cependant,
son role au cours du processus de myélinisation n’était pas connu. Pour tenter de
répondre a cette question, nous avons utilisé plusieurs modeles dont deux lignées
murines de cellules gliales (les lignées de cellules Schwann de souris MSC80 et
d’oligodendrocytes 158N), des cultures primaires de cellules Schwann (CS) et des
embryons de poissons zebres. L'utilisation de siRNA ou de dominant négatifs contre
différents partenaires de la voie Wnt canonique nous a permis d’identifier cette derniere
comme étant essentielle a la régulation des différents genes de la myéline (PO et PMP22
dans les MSC80 et PLP dans les 158N). L’induction par le ligand canonique Wntl
augmente la liaison de la 3-caténine aux TCF/LEF présents aux niveaux des différents
promoteurs PO et PMP22. L’étude in vivo menée sur des embryons de poissons zebres
ayant une perte de fonction pour TCF3 ou LRP6 établit le role de la voie Wnt/[3-caténine
dans I'expression des génes de la myéline et dans la compaction de la gaine de myéline
dans le SNC comme dans le SNP. Ce travail nous a permis d’établir le role fondamental

de la voie Wnt/[3-caténine dans la régulation de I'expression des génes de la myéline.
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Wnt/3-Catenin Signaling Is an Essential and Direct Driver of
Myelin Gene Expression and Myelinogenesis
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Wnt/3-catenin signaling plays a major role in the development of the nervous system and contributes to neuronal plasticity. However, its
role in myelination remains unclear. Here, we identify the Wnt/3-catenin pathway as an essential driver of myelin gene expression. The
selective inhibition of Wnt components by small interfering RNA or dominant-negative forms blocks the expression of myelin protein
zero (MPZ) and peripheral myelin protein 22 (PMP22) in mouse Schwann cells and proteolipid protein in mouse oligodendrocytes.
Moreover, the activation of Wnt signaling by recombinant Wntl ligand increases by threefold the transcription of myelin genes and
enhances the binding of 3-catenin to T-cell factor/lymphoid-enhancer factor transcription factors present in the vicinity of the MPZ and
PMP22 promoters. Most important, loss-of-function analyses in zebrafish embryos show, in vivo, a key role for Wnt/3-catenin signaling
in the expression of myelin genes and in myelin sheath compaction, both in the peripheral and central nervous systems. Inhibition of
Wnt/B-catenin signaling resulted in hypomyelination, without affecting Schwann cell and oligodendrocyte generation or axonal integrity. The

present findings attribute to Wnt/[3-catenin pathway components an essential role in myelin gene expression and myelinogenesis.

Introduction
Myelin sheaths are essential for the efficient conduction of action
potentials and support the integrity of axons in the vertebrate
nervous system. The myelination of axons is performed during
development by Schwann cells in the peripheral nervous system
(PNS) and by oligodendrocytes in the CNS. Myelination involves
the extension of large sheaths of membranes and their wrapping
around axons, accompanied by the coordinated synthesis of a
variety of myelin components, including myelin-specific pro-
teins (ffrench-Constant et al., 2004; Jessen and Mirsky, 2005).
Although the morphology of myelin and its molecular constitu-
tion are well described, the signaling mechanisms involved in
myelination and in the transcriptional control of myelin genes
remain poorly understood.

Wnt ligands bind to the frizzled membrane receptors (FZD),
which interact with coreceptors named the arrow/low-density lipo-
protein receptor-related proteins (LRPs) (Lai et al., 2009). Wnt
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binding to FZD activates different intracellular signaling pathways,
including an evolutionarily conserved branch, the so-called canoni-
cal Wnt signaling pathway or Wnt/B-catenin pathway. In the ab-
sence of Wnt signal, B-catenin is phosphorylated by glycogen
synthase kinase 33 (GSK33) and is then targeted for proteasomal
degradation. Wnt signaling through FDZ and LRP activates the cy-
toplasmic phosphoprotein disheveled (DSH), which prevents
B-catenin degradation. The stabilized 3-catenin enters the nucleus,
where it regulates gene transcription by interacting with transcrip-
tion factors called the T-cell factor/lymphoid-enhancer factors
(TCF/LEF or TCFs) that bind to a consensus TCF/LEF response
element, (A/T)(A/T)CAA(A/T)G, present in the cognate promoters
(van Beest et al., 2000). Four different forms of TCFs are expressed in
mouse tissues: TCF1, LEF1, TCF3, and TCF4. In the absence of
nuclear B-catenin, the TCFs interact with transcriptional repressors
and prevent Wnt target gene transcription (Bienz, 1998; Cavallo et
al.,, 1998; Chen et al., 1999). However, when Wnt signaling is acti-
vated, the interaction with B-catenin converts the TCF into tran-
scriptional activators (Nusse, 1999).

Wnt signaling is known to play a key role in neurogenesis and
the fate of neural progenitors (Lee et al., 2004; Gao et al., 2007).
Moreover, it has been identified as a major regulator of neuronal
circuit formation during development, involved in neuron posi-
tioning, polarization, axon and dendrite development, and syn-
aptogenesis (Salinas and Zou, 2008). In the adult brain, Wnt
signaling continues supporting the proper functioning and via-
bility of neurons (Toledo et al., 2008).

An involvement of B-catenin signaling in myelin formation
has recently been described. The constitutive overexpression or
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activation of B-catenin, and the disruption or inhibition of TCF,
were found to impair the development of oligodendrocytes
(Fancy et al., 2009; Feigenson et al., 2009; Ye et al., 2009). How-
ever, the role of canonical Wnt signaling in the control of myeli-
nation and myelin gene expression in Schwann cells and
oligodendrocytes remains undetermined. Here, we report that
Wnt/B-catenin signaling operates as a key driver of myelin gene
expression and myelination. Our findings thus represent a major
conceptual advance in the transcriptional control of myelin gene
expression, and they cast a new insight on the role of Wnt signal-
ing in developmental myelination.

Materials and Methods

Cell cultures. The mouse Schwann cell line MSC80 exhibits normal
Schwann cell characteristics [S100, myelin protein zero (MPZ), periph-
eral myelin protein 22 (PMP22) expression] and has retained the capac-
ity to myelinate axons (Boutry et al., 1992; Baron-Van Evercooren et al.,
1993). The 158N oligodendrocyte cell line originates from mature oligo-
dendrocytes. It derives from normal oligodendrocytes in secondary cul-
tures that were transfected with plasmids containing the SV40 T-antigen
gene expressed under the control of the mouse metallothionein-I pro-
moter. The immortalized stable cell line (158N) expresses transcripts and
proteins of oligodendrocyte markers, including proteolipid protein
(PLP), myelin basic protein (MBP), and carbonic anhydrase II (CA II).
Galactocerebroside and sulfatide are also detected with immunocyto-
chemistry. In the 158N cell line, the levels of oligodendrocyte markers
(PLP, MBP, and CAII) are significantly increased by dibutyryl cAMP
(dbcAMP) treatment. As the 158N cell line continues to express proper-
ties of oligodendrocytes, it provides a powerful model to explore the
function and regulation of myelin proteins (Feutz etal.,2001; Trousson etal.,
2009). Both cell lines were maintained in DMEM supplemented with 10% or
5% decomplemented fetal calf serum (FCS), respectively (Hyclone-Perbio),
100 U/ml penicillin, and 100 ul/ml streptomycin (Invitrogen). All cultures
were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO.,.

Primary cell culture. Primary mouse Schwann cell cultures were ob-
tained from postnatal day 0 (P0) to P2 sciatic nerves. In brief, nerves were
digested in enzyme buffer (0.7 mg/ml collagenase type I and 0.25% tryp-
sin in HBSS; Invitrogen). After trituration, cells were grown on poly-p-
lysine/laminin-coated dishes in minimal medium plus 5% FCS. Minimal
medium is DMEM/F-12 (Invitrogen), containing 100 ug/ml human
apo-transferrin, 60 ng/ml progesterone, 5 mg/ml insulin, 16 ug/ml pu-
trescine, 400 ng/ml L-thyroxine, 160 ng/ml selenium, 10 ng/ml triiodo-
thyronine, and 300 mg/ml bovine serum albumin (BSA; Fluka).

Primary glial cell cultures were prepared from newborn mouse brain
hemispheres derived from PLP::GFP mice [a generous gift from Dr. W.
Macklin (Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, OH) (Mallon et al.,
2002)] as described previously (Feutz etal., 2001). Briefly, meninges were
removed, and cerebral hemispheres were mechanically dissociated in
DMEM supplemented with 10% calf serum (Invitrogen), penicillin (50
U/ml), and streptomycin (50 ug/ml). The cell suspension was plated in a
60-mm-diameter Petri dish (one brain per two Petri dishes) coated with 20
ug/ml poly-L-lysine (Sigma). Cultures were then incubated in 5% CO, and
95% air in a humidified atmosphere (90%) at 37°C. The cultures were kept
for either 4 d [they contain >70% of oligodendrocytes progenitor cells
(OPCs)] or 12 d in vitro (they contain >70% of mature oligodendrocytes).

Plasmids and chemicals. MPZ-luc was graciously provided by Dr. G.
Lemke (Salk Institute, La Jolla, CA), PMP22-luc was provided by Dr. P.
Patel (Baylor College of Medicine, Houston, TX; it contains the pro-
moter 1 of PMP22, whose expression is confined to the PNS), PLP-luc
was provided by Dr. W. Macklin, Dsh-dn plasmids were provided by Dr.
M. Tada (University College London, London, UK), (Tada and Smith,
2000), and TOP-Flash-luc plasmid was provided by Dr. R. T. Moon
(University of Washington School of Medicine, Seattle, WA). The
nuclear-localized -catenin expression vector (NL-f-catenin) was pro-
vided by Dr. M. A. Buendia (Pasteur Institute, Paris, France). PCS2+
vectors carrying a cDNA fragment encoding LRP6AC (Tamai et al,,
2000) were used in this study. mRNA was synthesized using the SP6
mMessage mMachine System (Ambion), and we injected 250-300 pg of
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LRP6AC mRNA per embryo. The small interfering RNAs (siRNAs) di-
rected against the four TCFs (TCF1, LEF1, TCF3, and TCF4) and non-
targeting siRNA (NT) were purchased from Dharmacon. Each TCF was
targeted with four different sequences of siRNA directed against four
different regions of the cognate mRNA. The small interfering 3-catenin
vector was described by Fonte et al. (2005). Wntl was purchased from
Biovision.

Transient transfections. MSC80 and 158N cells were transiently trans-
fected using Effecten reagent (Qiagen). One day before the transfection,
cells (1.5 X 107 cells/well) were grown into six-well plates and incubated
in the DMEM culture medium containing 10% or 5% decomplemented
FCS. The MPZ-luc or the PMP22-luc or PLP-luc plasmid (0.3 ug), the
PRSV-B-galactosidase expression vector (0.1 ug), and the dominant-
negative expression vectors, mock vectors, or siRNAs at the concentra-
tions indicated in the figure legends were mixed with a solution
containing Effecten reagents (0.85 mg/ml) in DMEM. The mixture was
then added to cells and incubated overnight. Sixteen hours after trans-
fection, the medium was replaced by DMEM. Luciferase activity was
determined using the enzymatic method described by Massaad et al.
(2000). The B-galactosidase activity was used to normalize the transfec-
tion efficiency.

Quantitative and semiquantitative real-time PCR experiments. Total
RNA from cultured cells was obtained using RNA NOW (Ozyme). One
microgram was reverse transcribed with random primers (Promega) and
reverse transcriptase M-MLV-RT (Invitrogen). PCR experiments were
performed using TagDNA polymerase purchased from Promega and
primers specific to each gene from Operon. PCR products were analyzed
on an agarose gel (2%) and visualized under UV.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed with standard
protocols using SYBRGreen ROX Mix (ABgene) as a fluorescent detection
dye in ABI PRISM 7000 in a final volume of 10 ul, which also contained 300
nm primers (Operon) and 20 ng of reverse-transcribed RNA in 384-well
plates. To characterize the generated amplicons and to control for the con-
tamination by unspecific byproducts, a melting curve analysis was applied.
Each reaction was performed in triplicate, and the mean of at least three
independent experiments was calculated. All results were normalized to the
26S mRNA level and calculated using the Delta Ct method. The primer
sequences used in RT-PCR are listed as follows: MPZ forward (F) 5" GT-
CAAGTCCCCCAGTAGAA 3'; MPZ reverse (R) 5" AGGAGCAAGAG-
GAAAGCAC 3'; PMP22 F 5" AATGGACACACGACTGATC 3'; PMP22 R
5" CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG 3'; PLP F 5" AGCAAAGTCAGCCG-
CAAAAC 3'; PLP R 5" CCAGGGAAGCAAAGGGGG 3'; Wntl F 5" AT-
GAACCTTCACAACAACGAG 3'; Wntl R 5" GGTTGCTGCCTCGGTTG
3’; Wnt3 F 5 CAAGCACAACAATGAAGCAGGC 3'; Wnt3 R 5/
TCGGGACTCACGGTGTTTCTC 3'; Wnt3a F 5 CACCACCGTCAG-
CAACAGCC 3'; Wnt3a R 5 AGGAGCGTGTCACTGCGAAAG 3'; Wnt7a
F 5" CGACTGTGGCTGCGACAAG 3'; Wnt7a R 5" CTTCATGTTCTC-
CTCCAGGATCTTC 3'; TCF1 F 5" TCAAGAGGTGGGGGATTAGA 3';
TCF1 R 5" GCAGGAGAAGCATTTGTAGG 3'; LEF1 F 5" AAGCCTCAA-
CACGAACACAG 3'; LEFI R 5" TGCACTCAGCTACGACATTC 3'; TCF3
F 5" ACCCCTTCCTGATGATTCC 3’; TCF3 R 5" CGACCTTGTGTCCT-
TGACT 3'; TCF4 F 5' CACGACAGGAGGATTCAGA 3'; TCF4 R 5’
GGGGCTTCTTCTTCTCTTC 3'; 26S F 5" AGGAGAAACAACGGTCGT-
GCCAAAA 3'; 265 R 5" GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG 3'; 18S F 5
CTACCACATCCAAGGAAGGC 3';18SR 5" CTCGGGCCTGCTTTGAA-
CAC3';MPZ (—8487/—8471) F5' GGTCCTGAGTTCAAATCCC3'; MPZ
(—8487/—8471) R 5" GAACCTTCATCTGTTGTTGG 3'; MPZ (—5487/
—5461) F 5' TCTCTGGACAGAAAATGGAC 3'; MPZ (—5487/—5461) R
5" TTAACTCCTGGCAATCCTG 3'; PMP22 (+107/+124) F 5" GCTC-
CACCAGAGAACCTC 3'; PMP22 (+107/+124) R 5" TGCCAAT-
CAAACTCACCAGAC 3'; EFla F 5" CTTCTCAGGCTGACTGTGC3';
EFla R 5 CCGCTAGCATTACCCTCC 3'; MBP F 5" TCCTCTC-
CTCGTCCTAAGTC 3'; MBP R 5" TCCATCTCAGTGTTTTCCTG 3'.

Antibodies. Primary antibodies against MPZ (rabbit polyclonal),
PMP22 (rabbit polyclonal), Wntl (rabbit polyclonal), LRP6 (goat poly-
clonal), and B-actin (rabbit polyclonal) were purchased from Abcam;
primary antibodies against B-catenin (mouse monoclonal) were pur-
chased from BD Biosciences; and primary antibodies against DSH-2
(rabbit), GSK38 (rabbit), LEF1/TCF (mouse), and MBP (rabbit poly-
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clonal) were purchased from Millipore. Secondary antibodies used for
Western blotting were HRP-conjugated goat anti-mouse IgG and HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Millipore). Secondary antibodies used
for immunofluorescence studies were Alexa 488 goat anti-mouse and
Alexa 555 donkey anti-rabbit purchased from Invitrogen.

For zebrafish, we used the following primary antibodies: anti-
acetylated tubulin (Sigma), anti-phosphohistone H3 (Millipore). Sec-
ondary antibodies used were Alexa 488 or Alexa 568 (Invitrogen).

Western blot. Protein content was determined using the “RC-DC” pro-
tein assay kit (Bio-Rad) with BSA as the standard. Aliquots of 20 pg of
total MSC80 extracts treated or not with Wntl1 (10 ng) were used for each
sample. Homogenate proteins were separated on 15% SDS-polyacrylamide
gels by electrophoresis and blotted onto polyvinylidene difluoride mem-
branes. Nonspecific binding sites in the transblots were blocked at 4°C
overnight with 2% ECL Advance blocking agent (GE Healthcare) and
with 0.1% Tween 20 (Invitrogen) in PBS. Membranes were then incu-
bated at room temperature for 2 h with the following primary antibodies
diluted in a mixture of 2% ECL Advance blocking agent and PBS-0.1%
Tween: MPZ antibody (1:750), PMP22 antibody (1:750), B-catenin an-
tibody (1:1000), and B-actin antibody (1:10,000). They were then incu-
bated at room temperature for 1 h, 30 min with the appropriate
secondary antibody diluted in 2% blocking buffer/PBS—0.1% Tween
(anti-mouse, 1:20,000; anti-rabbit, 1:20,000), followed by ECL Plus
Western blotting detection (GE Healthcare) before exposure to radio-
graphic film Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

Immunocytochemistry. MSC80 Schwann cells were grown at the den-
sity of 0.4 X 10 cells in two-well glass slides (Lab-Tek; Nalge Nunc
International). Cells were then fixed with paraformaldehyde (4%) for 20
min. After three washes with PBS (1X), cells were permeabilized with
Triton X-100 (1%) for 30 min. Then, cells were incubated with primary
antibodies against Wntl (dilution, 1:100), LRP6 (dilution, 1:100), DSH
(dilution, 1:100), GSK3 (dilution, 1:100), B-catenin (dilution, 1:250),
or TCF/LEF1 (dilution, 1:100) overnight at 4°C and labeled with conju-
gated antibodies (dilution, 1:500) for 1 h in the dark at room tempera-
ture. The slides were imaged using a confocal microscope (LSM510; Carl
Zeiss) with a 40X [numerical aperture (NA) 1.2] lens, and sequential
excitation was performed with laser lines 488 nm (Ar.ion laser) and 633 nm
(HeNelaser). The DNA dye TO-PRO-3 (red) was used to identify the nuclei.

Immunohistochemistry. Sciatic nerves of mice aged 7 or 21 d were
dissected and immediately fixed with 4% paraformaldehyde for 24 h.
Nerve cross sections (10 wm) were preincubated for 20 min in 10% BSA
in 0.1 M PBS (PBS/BSA) and incubated with the primary antibodies
diluted in PBS/BSA overnight at 4°C. MBP antibody (dilution, 1:500) was
used to identify the myelin sheath surrounding the axons with one of the
following antibodies: Wntl (dilution, 1:50), LRP6 (dilution, 1:100),
GSK3p (dilution, 1:50), and B-catenin (dilution, 1:500). Sections were
imaged using a confocal microscope (LSM510; Carl Zeiss) with a 63X
(NA 1.2) lens, and sequential excitation was performed with laser lines
488 nm (Ar.ion laser), 543 nm (HeNe laser), and 633 nm (HeNe laser).

Chromatin immunoprecipitation. MSC80 cells treated with Wntl for
4 h were fixed with 1% formaldehyde added to the medium for 10 min,
scraped, and collected by centrifugation. Cells were resuspended in 300
wl/ml lysis buffer [5 mwm piperazine- N, N'-bis(2-ethanosulfonic acid),
pH 8.0, 85 mm KCl, 0.5% NP-40] with a mixture of protease inhibitors
(Roche). Cells were pelleted by centrifugation and resuspended in 300 ul
of 1% SDS, 10 mm EDTA, and 50 mm Tris-HCI, pH 8.0, containing
protease inhibitors. After incubation on ice for 10 min, they were soni-
cated six times for 30 s using Bioruptor (Diagenode). Lysates were then
cleared by centrifugation, and the concentration of DNA was deter-
mined. Equal amounts of DNA were diluted 10 times in dilution buffer
(0.01% SDS, 1% Triton X-100, 1.2 mm EDTA, 16.7 mm Tris-HCI, pH 8.1,
167 mm NaCl). The chromatin solution was precleared for 1 h at 4°C on
protein G-agarose/salmon sperm DNA beads (Millipore). After brief
centrifugation and removal of the beads, DNA was incubated overnight
at 4°C on a rotating wheel with 1 ug of either B-catenin antibody or
nonrelevant antibody (anti-C23). Immune complexes were collected on
protein G-agarose/salmon sperm DNA beads (Millipore). Beads were
washed sequentially in TSE (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mm EDTA,
20 mm Tris-HCI, pH 8.1) with 150 mm NaCl, TSE with 500 mm NaCl,
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buffer A (0.25 m LiCl, 1% NP-40, 1% deoxycholate, 1 mm EDTA, 10 mm
Tris-HCI, pH 8.1), and twice with Tris-EDTA and eluted with 200 ul of
1% SDS and 0.1 M NaHCO;. Cross-links were reversed by heating at 65°C
for 4 h after adding NaCl to 200 mwm final concentration. After treatment
with proteinase K (50 ug/ml) for 1 h at 37°C, DNA was purified using the
Geneclean Turbo kit (Q-Biogene). RT-PCR analysis of inputs or immu-
noprecipitated DNAs was performed.

Embryo care. Embryos were staged and cared for according to standard
protocols. Several stable transgenic fish lines were used: (1) foxd3::GFP,
selectively expressing the green fluorescent protein (GFP) in myelinating
Schwann cells under the control of the zFoxD3/fkd6 promoter (Gilmour
et al., 2002); (2) ATCF3 (hsp70:TCE-GFP), expressing an N-terminally
truncated TCF3, a dominant repressor of Wnt-mediated transcription,
and the GFP marker under the control of the zebrafish hsp70 promoter
(Lewis et al., 2004); (3) HuC::GFP, specifically expressing GFP in neu-
rons under the control of components of the HuC gene promoter (Park
et al., 2000); and (4) olig2::EGFP, specifically expressing the enhanced
green fluorescent protein (EGFP) in oligodendrocytes (H. Li, unpub-
lished observations).

Heat-shock activation of transgenes. Transgenic ATCF3 embryos
were heat shocked at either 48 h postfertilization (hpf) or 3 d postfer-
tilization (dpf) for 1 h at 37°C. Embryos were sorted out after nuclear
GFP expression.

In situ hybridization. In situ hybridization was performed following
standard protocols by using previously described MPZ, PLP, and MBP
probes (Kazakova et al., 2006).

Immunohistochemistry. For immunostaining, embryos were fixed in
4% paraformaldehyde and stained as whole mounts. Anti-acetylated tu-
bulin antibody was used at a dilution of 1:1000. Anti-phosphohistone H3
was used at a dilution of 1:200. Primary antibodies were detected with
appropriate secondary antibodies conjugated to either Alexa 488 or Alexa
568 at a 1:200 dilution.

Electron microscopy. At 4 dpf and 6 hpf, embryos were fixed in 2%
paraformaldehyde and 2% gluteraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate
buffer, pH 7.3. Following postfixation in cacodylate-buffered 1% w/v
osmium tetraoxide (OsO,; Johnson-Matthey), the tissue was dehydrated
and embedded in medium Agar 100 epoxy resin (Agar Scientific). Ultra-
thin sections (80—90 nm) were taken in the region of 1 mm (*0.5 mm)
anterior to the end of the yolk sack extension. Sections were contrasted
with saturated uranyl acetate solution and lead citrate and were exam-
ined and photographed using a 1010 electron microscope (JEOL) and
digital camera (Gatan).

Axon counting and analysis. Montages of electron micrographs of the
whole posterior lateral line nerves were made using Adobe Photoshop
(n = 11 nerves from 6 embryos for the control group and n = 12 nerves
from 6 embryos for the ATCF3 group). Total numbers of unmyelinated
axons, axons ensheathed with compacted Schwann cell lamellae, and
axons ensheathed with uncompacted Schwann cell lamellae were
counted. Axons were defined as ensheathed if they had a 1:1 ratio with
Schwann cell lamellae and had at least 1.5 wraps; if any part of the lamel-
lae ensheathing the axon showed compaction, then the axon was counted
as ensheathed with compact myelin. To allow for differences in section
level between individuals, percentages of axons in the three groups were
calculated, and differences were tested for significance using the Stu-
dent’s ¢ test with Welch’s correction taking p < 0.01 as significant.

Statistical analysis. Unless specified otherwise, results are expressed as
means * SEM. The means of two treatment groups were compared by
the two-tailed Student’s ¢ test. For multiple group comparisons, one-way
ANOVA followed by Tukey’s test was used. *p < 0.05 was considered
statistically significant.

Results

Wnt/-catenin signaling components are expressed in
Schwann cells and peripheral myelin

We showed that the major components of the canonical Wnt
pathway (Wntl, LRP6, DSH, GSK3 3, B-catenin, and TCF/LEF1)
are expressed in the mouse MSC80 Schwann cell line (Fig. 1).
Wntl and LRP6 showed a cytoplasmic and/or membrane local-
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ization, DSH and GSK3f3 were cytoplas-
mic, and B-catenin was located in the
cytoplasm, the nucleus, and the mem-
brane. As expected, LEF1 or TCF3/4 was
strictly nuclear. We have also confirmed
the presence of the Wnt components in
primary cultures of Schwann cells isolated
from neonatal sciatic nerves (supplemen-
tal Fig. 1b, available at www.jneurosci.org
as supplemental material).

We examined the expression of main
Wnt ligands (Wntl, Wnt3, Wnt3a, and
Wnt7a) by qRT-PCR in the developing
mouse sciatic nerve (Fig. 2A). Their
mRNA levels accompanied the expression
of the peripheral myelin genes MPZ and
PMP22, and they were highest at P20. We
have also analyzed the expression of major
canonical Wnt pathway components at
the same time points. LRP6, DSHI,
DSH2, DSH3, TCF1, TCF3, and TCF4 ex-
pression was increased at P6 compared
with PO and then decreased at P20. LEF1
expression was maintained at the same
levels at P6 and P20, whereas [3-catenin
transcript levels did not vary along the
myelination process. We then performed
immunohistochemical analysis of Wntl
and of the main intracellular compo-
nents of the Wnt/B-catenin pathway in
the mouse sciatic nerve at P7 and P21. At
both stages, Wntl, LRP6, GSK383, and
B-catenin were located, among other
structures, in the myelin sheaths and co-
localized with MBP immunoreactivity
(Fig. 2B; see also supplemental Fig. 1a,
available at www.jneurosci.org as supple-
mental material). We quantified the relative expression of each
TCF/LEF family member in the sciatic nerves of adult mice and in
primary Schwann cells. As shown in supplemental Figure 1b
(available at www.jneurosci.org as supplemental material), TCF3
was the most expressed TCF/LEF family member in the sciatic
nerve and primary Schwann cells. The other TCF/LEF members
were all present, but less abundantly. The relative differences in
TCF/LEF family member expression between P20 and adult sci-
atic nerves is most probably attributable to a developmental
change. Thus, Wnt ligand and the major components of the Wnt/
B-catenin signaling pathway are present in the myelin sheaths of
developing peripheral nerves and in Schwann cells.

negative control

topro 3

—

GSK-3beta

topro 3

Figure 1.

Wnt/B-catenin pathway is involved in the regulation of
myelin gene promoter activity in Schwann cells

To determine whether the canonical Wnt signaling pathway is
activated in MSC80 cells, we selectively inhibited the expression
of LRP6, DSH, B-catenin, or TCF/LEF. The Schwann cell line was
transiently transfected with a TCF/LEF reporter construct (TOP-
Flash-luciferase), a positive control reading Wnt/B-catenin
signaling activity, or with either MPZ or PMP22 promoter-
luciferase constructs (MPZ-luc or PMP22-luc). Cotransfecting a
dominant-negative expression vector either of LRP6 (LRP6AC),
which inhibits Wnt signaling at the level of its receptors (Tamai et
al., 2000), or of DSH (DSH-dn) strongly inhibited the activity of
the TOP-Flash reporter, showing the efficacy of the dominant-
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Wnt-1 LRP6 Dsh

beta-catenin TCF/LEF1 TCF3/4

Localization of Wnt/[3-catenin components in MSC80 mouse Schwann cell line. Immunocytochemistry experiments
were performed by using primary antibodies directed against Wnt1, LRP6, DSH, GSK38, 3-catenin, TCF/LEF1, and TCF3/4 (green).
Nuclei were identified by means of TOPRO-3 DNA dye (red). The slides were analyzed with a confocal microscope. This experiment
was repeated twice, and a typical experiment is presented here. Scale bar, 20 pm.

negative mutants and demonstrating the functionality of the ca-
nonical Wnt pathway in MSC80 cells (Fig. 3a,b). LRP6AC and
DSH-dn also strongly inhibited the MPZ-luc and PMP22-luc
reporter constructs. These findings suggest a role for LRP6 and
DSH in the activation of myelin protein gene promoters.

The involvement of B-catenin in MPZ and PMP22 promoter
activity in MSC80 cells was demonstrated by applying two strat-
egies: either the overexpression of the active nuclear form of
[B-catenin or the knockdown of B-catenin expression by a specific
siRNA. The efficacy of the siRNA was verified by B-catenin im-
munostaining (data not shown). Overexpression of nuclear
[B-catenin increased by fivefold the activity of the TOP-Flash and
MPZ promoters and by threefold the PMP22 promoter activity.
On the contrary, knocking down endogenous [3-catenin expres-
sion resulted in an 80% reduction in TOP-Flash promoter activ-
ity and a 50—60% reduction in MPZ and PMP22 promoter
activities (Fig. 3¢).

We then evaluated the effect of the Wnt/B-catenin nuclear
effectors TCF1, LEF1, TCF3, or TCF4 by knocking down their
expression in the Schwann cell line with specific siRNA. The ef-
ficacy of each siRNA directed against a specific TCF was analyzed
by qRT-PCR. Each siRNA significantly inhibited the cognate TCF
without affecting the expression of the other TCF/LEF (supple-
mental Fig. 2a, available at www.jneurosci.org as supplemental
material). The siRNA directed against each of the TCF/LEF re-
sulted in a remarkable inhibition of TOP-Flash reporter activity
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Figure 2.

The images shown represent 1 .um of confocal Z sectioning. Scale bars, 2 wm.

(Fig. 3d). Likewise, TCF3 or TCF4 knockdown inhibited MPZ
promoter activity by 80%, whereas blocking TCF1 and LEF1 ex-
pression exerted a 50% inhibition (Fig. 3d). The knockdown of
any of the four TCFs resulted in a 50% decrease in PMP22 pro-
moter activity (Fig. 3d). Thus, the major components of the Wnt/
B-catenin signaling pathway, upstream and downstream of
[B-catenin, are involved in peripheral myelin gene expression.

Exogenous Wnt ligand increases the expression of myelin
protein gene expression in Schwann cells

We then determined whether exogenous Wnt may further in-
crease peripheral myelin gene expression. We tested the effect of
the Wnt ligands whose expression was enhanced during the my-
elination process (Fig. 2A) on MPZ and PMP22 gene expression.

QJJJJHJ

H S | . I_I,FL dl

TCF3

Expression and localization of Wnt components during sciatic nerve development. 4, Total RNA from sciatic nerves of
mice at different developmental stages (P0, P6, and P20) was prepared. qRT-PCR experiments were performed with primers
specifically recognizing Wnt ligands (Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a), Wnt components (LRP6, DSH1, DSH2, DSH3, 8 catenin, TCF1,
LEF1, TCF3, TCF4), or sequences of the peripheral myelin protein genes MPZ or PMP22. We used 265 proteasomal RNA (265) to
normalize the qRT-PCR data as the expression of 265 RNA was constant at PO, P6, and P21. We established a ratio for each RNA
(Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, MPZ, PMP22) relative to 265 rRNA at PO (n = 3). B, The spatial expression patterns of various
members of the Wnt signaling pathway in sciatic nerve sections of mice aged 7 d. Myelin sheaths were stained with anti-MBP
antibody (in red), and Wnt components were localized with antibodies against Wnt1, LRP6, GSK3 3, and 3-catenin (in green). The
slides were analyzed with a confocal microscope. This experiment was repeated twice, and a typical experiment is presented here.
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First, MSC80 cells were incubated for
24 h with conditioned media containing
Wntl, Wnt3, Wnt3a, or Wnt7a. In all
cases, the expression of a Wnt target gene
(connexin 43) was activated in MSC80
cells indicating that the conditioned cul-
ture media contain Wnt ligands (data not
shown). The expression of myelin genes
(MPZ and PMP22) was analyzed by qRT-
PCR. Wntl, Wnt3, Wnt 3a, and Wnt7a
activated MPZ by 2- or 3-fold, whereas
Wntl, Wnt3, and Wnt3a stimulated
PMP22 (1.5- and 2-fold) in MSC80 cells.
Wnt7a did not enhance PMP22 (Fig. 4a).

We then focused our work on Wntl.
Primary Schwann cells or MSC80 cells
were incubated with recombinant Wntl
for 1 h and harvested immediately after.
As expected, Wntl significantly increases
both MPZ and PMP22 transcripts at 1 hin
primary Schwann cells and in MSC80 cells
(Fig. 4b). Western blot analysis demon-
strated a rapid (within 1 h) and marked
increase in MPZ, PMP22, and B-catenin
proteins in MSC80 cells, which lasted for
up to 24 h of treatment with Wntl (Fig.
4c). Most important, treatment of MSC80
with Wntl modified neither the expres-
sion nor the phosphorylation state of Akt
(data not shown).

To pinpoint the effects of Wntl treat-
ment at the level of the mouse MPZ and
PMP22 gene promoters, we located two
potential TCF/LEF response elements at
the level of the MPZ promoter (Fig. 4d).
Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
analysis demonstrated that Wntl treatment
enhanced twofold 3-catenin recruitment by
the TCF/LEF response elements located at
—8487/—8471 bp, but not by the second
TCF/LEF response element (—5487/
—5461) (Fig. 4e). A potential TCF/LEF re-
sponse element was also identified at
position +107/+124 of the PMP22 pro-
moter, and ChIP analysis revealed that
Wntl treatment also increased the recruit-
ment of B-catenin at this site (Fig. 4d,e).
These data show that Wnt ligand increases
MPZ and PMP22 mRNA and protein levels
in the Schwann cell line via TCF transactivation.

PMP22

O po
[ rs
M 20

TCFa

beta-catenin

Wnt/-catenin pathway also drives myelin gene expression

in oligodendrocytes

Animportantissue is whether Wnt signaling also activates myelin
protein gene expression in oligodendrocytes, where the presence
of Wnt/B-catenin pathway components has been reported previ-
ously and exerted a delay in the differentiation of OPCs (Fancy et
al., 2009; Feigenson et al., 2009; Ye et al., 2009). We performed
experiments with primary cultures enriched with either OPCs or
oligodendrocytes. These cultures were incubated with Wntl or
Wnt3a. Wntl and Wnt3a did not stimulate proteolipid pro-
tein gene (plp) expression in OPC-enriched cultures (data not
shown). Interestingly, in oligodendrocyte-enriched cultures, Wntl
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Involvement of the Wnt signaling pathway in basal MPZ and PMP22 promoter activity. a— ¢, MSC80 cells were transiently transfected either with peripheral myelin protein gene

promoter-luciferase constructs (MPZ-luc or PMP22-luc) or the TOP-Flash-Luc reporter of Wnt/3-catenin signaling together with the following: a, a dominant-negative expression vector of LRP6
(LRP6AC); b, a dominant-negative expression vector of DSH (DSH-dn); ¢, either a constitutive NL-3-catenin expression vector or an siRNA directed against 3-catenin. Twenty-four hours after
transfection, B-galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results represent the means == SEM of at least four independent experiments performed in duplicate. *p << 0.05; **p << 0.01;
¥¥¥1) < 0.001, compared with control. d, MSC80 cells were transiently transfected with MPZ-Luc, PMP22-Luc, or TOP-Flash-Luc plasmids and with siRNA directed against the four TCFs or NT.
Twenty-four hours after transfection, 3-galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results represent means = SEM of eight independent experiments performed in duplicate. *p < 0.05;
**p <0.01; ***p < 0.001, by Tukey's post hoc test after one-way ANOVA, compared with the NT control.

and Wnt3a stimulated by 3.5-fold and 2-fold, respectively, the ex-
pression of plp, suggesting a differential role of the Wnt pathway
during oligodendroglial development (Fig. 5a).

We also investigated in the mouse oligodendrocyte cell line 158N
the implication of different components of the Wnt/3-catenin path-
way in the activation of the plp promoter. The oligodendrocyte cell
line 158N expresses properties of oligodendrocytes, including spe-
cific markers, myelin proteins and myelin lipids. These cells thus
provide a powerful model to explore oligodendrocyte functions.
First, we showed that adding recombinant Wnt1, but not Wnt3a, to
the culture medium stimulates plp expression (Fig. 5a). We then
cotransfected the oligodendrocyte cell line with the TOP-Flash-
luciferase or PLP promoter-luciferase (PLP-luc) constructs with or
without LRP6AC or DSH-dn. As in MSC80, both dominant-
negative expression vectors strongly inhibited the activity of the
TOP-Flash reporter, demonstrating the functionality of LRP6 and
DSH in the oligodendrocyte cell line (Fig. 5b,c). Moreover, LPR6AC
and DSH-dn inhibited PLP promoter activity, indicating their criti-
cal involvement in PLP expression (Fig. 5b,¢).

Consistent with an important role of the Wnt/3-catenin path-
way in oligodendrocyte myelination, knocking down -catenin
with siRNA inhibited TOP-Flash expression by 40% and PLP

promoter activity by 70% (Fig. 5d). Conversely, overexpression
of nuclear-localized -catenin enhanced PLP promoter activity
by 2.3-fold (Fig. 5d). Downstream of 3-catenin, all four TCF/LEF
transcription factors are also expressed, but at different levels
(supplemental Fig. 1b, available at www.jneurosci.org as supple-
mental material), in both 158N cells and oligodendrocytes, and
their expression could be strongly inhibited by siRNA (supple-
mental Fig. 2b, available at www.jneurosci.org as supplemental
material). The siRNA directed against each of the TCF/LEFs re-
sulted in a remarkable inhibition of TOP-Flash reporter activity.
Likewise, the knockdown of each TCF/LEF inhibited the activity
of the PLP promoter by 60—70%, pointing to an important role of
the transcription factors in PLP gene expression (Fig. 5¢). These
results demonstrate that Wnt/S-catenin signaling components
also drive myelin gene expression in oligodendrocytes.

Interaction between f3-catenin and TCF3 is required for
Schwann cell myelination in vivo

To demonstrate in vivo the significance of Wnt/3-catenin signal-
ing during developmental myelination, we used the zebrafish
model, which allows the downregulation of specific components
of the Wnt/B-catenin pathway at the onset of myelination. To
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Figure 4.  Effect of Wnt ligands on MPZ and PMP22 expression in Schwann cells. a, Conditioned media were prepared from
MSC80 cells transfected with Wnt1, Wnt3, Wnt3a, or Wnt7a expression vectors. Forty-eight hours after the transfection, the culture
media were collected and put on fresh MSC80 cells for 24 h. Total RNA was extracted, and gRT-PCR experiments were performed
using primers recognizing MPZ or PMP22. The RT-PCR was normalized using 265 RNA. *p << 0.05; **p << 0.01, by Tukey's post hoc
test after one-way ANOVA, compared with control (n = 7). b, Primary Schwann cells (n = 4) or the MSC80 cell line (n = 8) were
incubated with Wnt1 ligand (5 ng/ml) for 1 h. Total RNA was extracted, and qRT-PCR experiments were performed using primers
recognizing MPZ or PMP22. The RT-PCR was normalized using 265 RNA. *p << 0.05, by Student’s t test, compared with control. ¢,
MSC80 cells were incubated with recombinant Wnt1 (5 ng/ml) for 1, 6, or 24 h. Western blots were performed using anti-MPZ,
anti-PMP22, or anti-3-catenin antibodies to verify their expression. 3-Actin was used to normalize the Western blots. These
results were reproduced in three independent experiments, and a typical experiment is presented. d, Putative TCF/LEF binding
sites located in MPZ or PMP22 genes were identified with MatInspector software (Genomatix). e, ChiP assays were performed on
Schwann cell extracts treated or not with Wnt-1 for 4 h, by using (23 antibody as a nonrelevant antibody or using 3-catenin
antibody. qRT-PCR was performed with primers recognizing putative TCF/LEF binding sites located in MPZ or PMP22 genes. Results
are the mean of at least five independent experiments. ***p << 0.001, by Tukey’s post hoc test after one-way ANOVA, compared
with control.
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which can be seen in cell nuclei within 1 h
after a heat shock. Embryos were heat
shocked at 2 dpf, corresponding to the on-
set of zebrafish myelination, whereby oli-
godendrocytes and Schwann cells start
expressing myelin genes (Brosamle and
Halpern, 2002; Lyons et al., 2005). mbp
mRNA expression, a widely used marker
for the onset of myelination in zebrafish
(Monk and Talbot, 2009), was analyzed at
4 or 5 dpf by in situ hybridization at the
level of the peripheral lateral line (PLLn),
where axons are solely myelinated by
Schwann cells.

In control embryos (either wild-type
or heat-shocked non-GFP), mbp mRNA
was strongly expressed in PLLn Schwann
cells at 5 dpf (Fig. 6a). However, after heat
shock, mbp expression was either strongly
reduced (Fig. 6b) or even absent (n = 25
of 28) (Fig. 6¢). Levels of mbp expression
negatively correlated with the efficiency of
inactivation, assessed by GFP expression
(data not shown). To validate the in situ
analysis and the specificity of the dysmy-
elinating phenotype, we also analyzed
mbp expression by qRT-PCR at 4 dpf. We
found a significant 40% reduction in mbp
mRNA in heat-shocked embryos com-
pared with controls, reflecting the mean
reduction of embryos with complete or
partial inhibition of TCF3/B-catenin in-
teraction (supplemental Fig. 34, available
at www.jneurosci.org as supplemental
material). These results indicate an essen-
tial role of B-catenin/TCF3 interaction in
regulating mbp expression and thus a
likely role in PNS myelination.

The deficiency in myelin can be mainly
attributed to the lack in myelin gene ex-
pression but not to defects in axonal
growth, because when heat-shocked em-
bryos were labeled with acetylated tubu-
lin, no changes in axonal labeling were
observed between control (Fig. 6d) and
ATCF3 embryos (Fig. 6e) at 4 dpf. We also
examined Schwann cell survival after heat
shock by making use of the stable trans-
genic line foxd3::GFP (Gilmour et al., 2002),
expressing GFP in myelinating Schwann
cells. No differences in glial cell number and
distribution were observed between con-
trols (Fig. 6f) and ATCF3 embryos (Fig. 6g).
These data show that disrupting the in-
teraction between B-catenin and TCF3
results in reduced mbp expression, with-

assess whether the transcriptional complex B-catenin/TCF is
necessary for myelin gene expression in the Schwann cells of
zebrafish embryos, we made use of the inducible transgenic line
ATCF3, which expresses a truncated form of TCF3 under the
control of a heat shock promoter (hsp70; hsp70:TCF-GFP), pre-
venting -catenin from binding to TCF3 after a heat shock (Lewis
et al., 2004). This transgenic line also expresses the GFP marker,

out affecting axons or Schwann cells.

To assess whether B-catenin/TCF3 interaction continues to be
required after the initiation of Schwann cell myelination, we heat
shocked ATCF3 embryos either at 2 or 3 dpf and examined mbp
expression 2 d later. Results confirmed that mbp expression is
strongly reduced when B-catenin/TCF3 interaction is disrupted
at 2 dpf. In contrast, in ATCF3 embryos heat shocked at 3 dpf,
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Figure5. Role of Wnt components in the basal expression of PLP in oligodendrocytes. a, Primary cultures enriched with oligodendrocytes or 158N oligodendrocyte cell line were incubated with

Wnt1 (5 ng/ml) or Wnt3a (100 ng/ml) for 24 h. Total RNA was extracted, and qRT-PCR experiments were performed using primers recognizing PLP. The RT-PCR was normalized using 265 RNA. *p <
0.05, by Tukey's post hoc test after one-way ANOVA, compared with control (n = 5). b—d, 158N oligodendrocytes were transiently transfected with 0.2 r.g of the PLP promoter-luciferase construct
(PLP-Luc) or the TOP-Flash-Luc reporter of Wnt/B-catenin signaling, 0.1 g of pRSV-B-galactosidase plasmids, with or without a dominant-negative expression vector of LRP6 (LRP6AC; b), a
dominant-negative expression vector of DSH (DSH-dn; ¢), and either a constitutive nuclear-localized 3-catenin (NL-3-catenin) expression vector or an siRNA directed against 3-catenin (d).
Forty-eight hours after transfection, 3-galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results are expressed as the induction over the basal activity and represent the mean = SEM of at least
fourindependent experiments performed in duplicate when compared with control. e, 158N oligodendrocytes were transiently transfected with PLP-Luc or TOP-Flash-Luc plasmids and with siRNA
directed against one of the four TCFs or NT as indicated. Forty-eight hours after transfection, 3-galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results are expressed as the induction over the
basal activity and represent the mean = SEM of at least fourindependent experiments performed in duplicate. *p << 0.05; **p << 0.01; ***p << 0.001, by Tukey's post hoc test after one-way ANOVA,

compared with NT controls.

mbp expression was not affected compared with controls (sup-
plemental Fig. 3b, available at www.jneurosci.org as supplemen-
tal material). Thus, B-catenin/TCF3 interaction is primarily
required before 3 dpf for the onset of mbp expression.

Wnt/ catenin pathway is required for mbp expression in

the PNS

How did the dysmyelinating phenotype result from altered
B-catenin/TCF3 interaction in zebrafish Schwann cells? In em-
bryos injected with 250-300 pg of a dominant-negative construct
of LRP6 (LRP6AC), mbp expression at the level of the PLLn was
severely reduced in 67% of the LRP6AC-injected embryos at 3
dpf (Fig. 6i) compared with controls (Fig. 6h). In this experiment,
embryos were already analyzed at 3 dpf, as qRT-PCR analysis

showed that the efficiency of the injected mRNA drops from 2 dpf
onward (data not shown).

The pattern of PLLn axons was not affected by the amount of
LRP6AC injected in HuC::GFP embryos, which specifically ex-
press GFP in neurons under the control of components of the
HuC gene promoter (Park et al., 2000). Most LRP6AC-injected
HuC::GFP embryos had a normal PLLn (11 of 15 embryos) (Fig.
6j,k). Moreover, the use of foxd3::GFP embryos demonstrated
that the development of Schwann cells was not affected by the
amount of LRP6AC injected. Indeed, 80% of the injected em-
bryos (n = 10 of 12) showed a normal temporal development and
survival of Schwann cells (Fig. 6/,#1). Canonical Wnt signaling is
required for cell proliferation (Megason and McMahon, 2002),
and Schwann cell proliferation is essential for myelination (Lyons
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Figure6.  Analysis of Schwann cell myelination in ATCF3 zebrafish embryos and after LRP6 knockdown in the peripheral lateral
line. a, Lateral view of mbp RNA expression in a control embryo at 5 dpf. mbp-expressing cells are seen along the PLLn (arrow; n =
60). b, Lateral view of MBP RNA expression in ATCF3 embryos at 5 dpf, heat shocked at 48 hpf. The arrow indicates mbp-expressing
cellsalong the PLLn. ¢, Lateral view of mbp RNA expression in ATCF3 embryos showing a more severe phenotype (almost no mbp
expression) at 5 dpf, heat shocked at 48 hpf. d, Lateral view of acetylated tubulin-expressing axons of the PLLn (arrow) in control
at4dpf. e, Lateral view of acetylated tubulin-expressing axons of the PLLn (arrow) ina ATCF3 embryo at 4 dpf, heat shocked at 48
hpf. Axonal growth is similar to control (n = 10 per group). f, g, Confocal images of foxd3::GFP-expressing Schwann cells at 4 dpf
in control embryo (f; n = 10) and in ATCF3 embryo (g; n = 18) heat shocked at 48 hpf. No significant differences were observed
between controls and ATCF3 embryos in Schwann cell distribution and survival. h, Lateral view of mbp RNA expression in control
embryo at 3 dpf. The arrow indicates mbp-expressing cells along the PLLn (n = 40). i, Lateral view of mbp RNA expression in a
LRP6AC-injected embryo at 3 dpf. The arrow indicates mbp-expressing cells along the PLLn. mbp RNA expression is significantly
reduced compared with control (n = 19/28). j, Lateral view of a HuC::GFP embryo expressing GFP in neurons showing PLLn
(arrows). k, Embryo injected with LRP6AC. Axonal growth is similar to controls. /, Lateral view of foxd3::GFP embryo expressing
GFP in Schwann cells (arrows). m, Embryo injected with LRP6AC.
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independently of axonal growth, Schwann
cell migration, and proliferation.

Interaction between B-catenin and
TCEF3 is required for peripheral
myelin formation
We examined the ultrastructure of PLLn
nerves in ATCF3 embryos by transmis-
sion electron microscopy. Our previous
results indicated that, although Schwann
cells develop normally in heat-shocked
ATCF3 embryos at 2 dpf, they fail to ex-
press myelin genes, suggesting that they
may be arrested at a promyelinating stage.
At 5 dpf, the multiple axons of the PLLn
were surrounded by membrane wraps in
both control and ATCF3 embryos (Fig. 7A—
D). Although there appeared to be fewer en-
wrapped axons in ATCF3 embryos, this
difference was not measurably significant;
however, there was a striking difference in
the quality of the myelin lamellae between
groups. There were significantly fewer PLLn
axons surrounded by compacted mem-
brane lamellae in ATCF3 embryos (Fig. 7E).
Also, a significantly larger percentage of ax-
ons were ensheathed by lamellae that ap-
peared to have stalled after enwrapment and
had not progressed to the compaction stage
(Fig. 7F). These observations suggest a fail-
ure in the normal progression of myelin for-
mation in ATCF3 embryos leading to
hypomyelination. This is consistent with a
crucial role for the Wnt/[3-catenin signaling
in the early steps of myelin formation.

Interaction between -catenin and
TCF3 is required for the formation of
central myelin

We examined the expression of myelin
genes in the CNS of zebrafish transgenic
line ATCF3. Embryos were heat shocked
at 2 dpf, and myelin gene expression was
assessed by in situ hybridization at 5 dpf.
mbp mRNA was also strongly reduced or
even absent in oligodendrocytes of the
CNS, pointing to the involvement of the
Wnt pathway in CNS myelination (Fig.
8a—c). We also examined mpz and plp
mRNA, which are specifically expressed in
the zebrafish CNS. Their expression was
severely reduced or even absent (n = 23 of
32) in ATCF3 embryos compared with
controls (Fig. 8d—i). The in situ hybridiza-

et al., 2005). We thus asked whether LRP6AC might affect my-
elin gene expression in a proliferation-dependent manner. In
foxd3::GFP embryos, mitotic PLLn Schwann cells were stained
with anti-phospho-H3, a marker of proliferating cells. Injection
of LRP6AC mRNA did not affect the number of proliferating
Schwann cells at 3 dpf (p > 0.1, t = 1.76; controls: average, 26.75;
n = 6; LRP6AC: average, 23.33; n = 6). Together, our data sug-
gest that the Wnt/B-catenin pathway is essential for the onset of
Schwann cell myelination and the expression of myelin genes,

tion data were also validated by qRT-PCR at 4 dpf (supplemental
Fig. 3¢, available at www.jneurosci.org as supplemental material).

It has been previously shown that Wnt signaling delays oligo-
dendrocyte differentiation (Kim et al., 2008; Fancy et al., 2009).
We thus examined whether heat shocking ATCF3 embryos re-
sulted in defective myelin gene expression because of altered oli-
godendrocyte development. We made use of the stable transgenic
line olig2::EGFP, which selectively expresses GFP in oligodendro-
cytes and their precursors (Li, unpublished observations). No
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differences in oligodendrocyte develop-
ment and distribution were observed be-
tween ATCF3 and control embryos (Fig.
9a,b). More important, the cell bodies and
their extensions appeared normal (Fig.
9¢,d), and the number of cells counted on
confocal sections in the same area of the
hindbrain did not vary between controls
(average, 30; n = 5) and ATCF3 embryos
(average, 30.5; n = 5; p > 0.1). Labeling
embryos with acetylated tubulin revealed
that axonal growth was also not affected in
ATCF3 embryos (Fig. 9e—j). Together,
these data indicate that defects in CNS
myelination observed in ATCF3 embryos
are related to decreased myelin gene ex-
pression, rather than to altered axonal or
oligodendroglial development.

As described above, Wnt signaling is re-
quired for mbp expression before 3 dpf. To
extend this analysis to other myelin genes in
the brain, we examined mpz and plp expres-
sion at 5 dpf in ATCF3 embryos heat
shocked either at 2 or 3 dpf. We confirmed
by qRT-PCR that the expression of both
myelin protein mRNA are markedly re-
duced when embryos are heat shocked at 2
dpf. However, in contrast to mbp, mpz and
plp expression continues to be reduced by
heat shocking ATCF3 embryos as late as 3

dpf (Fig. 8j=m). These results show that Figure7.
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[B-catenin/TCF3 interaction is required for
mpz and plp expression during a more ex-
tended period in oligodendrocytes when
compared with mbp expression.

We also tested the requirement of the
Wnt/B-catenin pathway for CNS myeli-
nation by injecting LRP6AC, the dominant-
negative form of LRP6. When compared
with control embryos (Fig. 8n), mpz and plp
expression was reduced in 60% of the
LRP6AC-injected embryos (Fig. 80), show-
ing normal oligodendrocyte development

control embryo at 4 dpf and 6 hpf. Multiple axons are surrounded by membrane wraps. B, A cross section through the PLLn of a ATCF3
embryo PLLn at4 dpfan 6 hpfand heat shocked at 48 hpf. €, High-powerimage of a control axon wrapped by several myelin lamellae that
contain “some compaction,” The compacted lamellae are particularly clear in the lamellae covering the area between the arrowheads
(thick, dark-stained lamellae). D, High-powerimage of a ATCF3 axon showing Schwann cell lamellae surrounding an axon (pseudocolored
green). In contrast to the axon shown in ¢, these lamellae remain cytoplasmic and have not compacted to form the dark-stained compact
lamellae. Thisis an example of an axon that was counted as having “no compaction” for quantification. Scale bars: 4, B, 1 um; €, D, 200 nm.
E, Quantification of the axons showing some compaction of myelin lamellae at 4 dpf and 6 hpf. The bars llustrate the percentage of axons
ensheathed by processes with some compact lamellae in control embryos and ATCF3 embryos heat shocked at 48 hpf. A significant
difference was found between control embryos (11 nerves from six embryos) and ATCF3 embryos (12 nerves from six embryos) (means =+
SEM; p << 0.01). Images were scored blindly. F, Quantification of axons showing no compaction of myelin lamellae at 4 dpf and 6 hpf. The
barsillustrate the percentage of axons ensheathed by lamellae without compaction lamellae in control embryos and ATCF3 embryos heat
shocked at 48 hpf. A significant difference was found between control embryos (11 nerves from six embryos) and ATCF3 embryos (12
nerves from six embryos) (means == SEM; p << 0.01). Images were scored blindly.

and axonal growth (data not shown). To-

gether, our data demonstrate that the Wnt/3-catenin pathway plays
an essential role in myelin gene expression and in the onset of both
oligodendrocyte and Schwann cell myelination in vivo.

Discussion

Although recent studies have examined the role of B-catenin signal-
ing in oligodendrocyte development, we investigated the role of the
Wnt/B-catenin pathway in myelin gene expression and myelination.
This was motivated by our previous finding of a Schwann cell-
specific cross talk between [3-catenin and steroid signaling (Fonte et
al,, 2005). Our results show that Wnt/B-catenin signaling is a for-
ward driver of myelin gene expression and myelin compaction.

Components of the canonical Wnt signaling pathway drive
myelin gene expression in Schwann cells

and oligodendrocytes

We first showed that major components of the Wnt/B-catenin
pathway colocalize with MBP immunoreactivity in the develop-
ing mouse sciatic nerve during the developmental period of my-

elination. Moreover, mRNA levels of Wnt ligands and major
components (LRP6, DSH, B-catenin, TCF/LEF) correlate with
those of peripheral myelin genes. Two observations point to a key
role for Wnt signaling in Schwann cell myelination: (1) Schwann
cells express Wnt ligand; and (2) the canonical Wnt signaling
pathway is functional in Schwann cells, even in the absence of
added Wnt ligand.

However, although endogenous Wnt is sufficient for myelin
gene expression in Schwann cells, the addition of some Wnt li-
gands further increased MPZ and PMP22 mRNA and protein
levels. This has allowed us to demonstrate the recruitment of
B-catenin by TCF transcription factors at the level of the MPZ
and PMP22 promoters by ChIP analysis. Interestingly, 3-catenin
expression was also upregulated by exposing the Schwann cell
line to Wnt, pointing to a positive regulatory loop in Schwann cell
Wnt/B-catenin signaling (Fig. 4c).

Although peripheral and central myelin sheaths share many
similarities, there are structural differences, and they differ in
lipid composition and protein content. Moreover, signaling mol-
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Figure8.  Analysis of oligodendrocyte myelination in ATCF3 zebrafish embryos and after LRP6 knockdown in the brain. a, d, g,
Dorsal views of mbp (left), mpz (middle), and plp (right) RNA expression (arrows) in the hindbrain of control embryos at 5 dpf (n =
66 of 70). b, e, h, mbp, mpz, and plp RNA expression in the hindbrain of ATCF3 embryos at 5 dpf, heat shocked at 48 hpf. A
significant decrease in the expression of mbp, mpz, and pip is observed between controls and ATCF3 embryos. ¢, f, i, mbp, mpz, and
plp RNA expression in the hindbrain of ATCF3 embryos at 5 dpf, heat shocked at 48 hpf, showing a more severe phenotype (almost
nombp, mpz,and plp expression).jj, k, Lateral (j) and dorsal (k) views of both mpzand plp RNA expression in the hindbrain of control
embryos at 5 dpf, indicated by arrows. I, m, Lateral (/) and dorsal (m) views of both mpz and plp RNA expression in the hindbrain
of ATCF3 embryos at 5 dpf, heat shocked at 3 dpf. A significant decrease in both mpz and plp expression is observed (n = 29 of 35).
n, Lateral view of both mpz and plp RNA expression in control embryos at 3 dpf (n = 30). o, Lateral view of both mpz and plp RNA
expression in LRP6 AC-injected embryos at 3 dpf (n = 20). A marked decrease in both mpzand pip expression s observed between

controls and injected embryos. hs, Heat shocked.

ecules can have fundamentally different roles in peripheral and
central myelination (Chan et al., 2004). Our results show that the
Wnt/B-catenin pathway is also an essential driver of myelin gene
expression in oligodendrocytes and thus identify Wnt as a key
regulator of myelin genes in both the PNS and CNS.

The knockdown of B-catenin expression by specific siRNA
resulted in a noticeable reduction of MPZ and PMP22 promoter

J. Neurosci., March 9, 2011 - 31(10):3729-3742 + 3739

activities in the Schwann cell line and of
PLP promoter activity in the oligodendro-
cyte cell line. However, linking 3-catenin
inhibition to canonical Wnt signaling re-
quires a demonstration that Wnt activity
upstream the TCF is involved in myelin
gene expression. These evidences were
obtained by inhibiting LRP6 and DSH
with dominant-negative mutants and by
knocking down TCF with specific siRNA.
All these loss-of-function strategies re-
sulted in the inhibition of myelin gene
promoter activity.

control

Canonical Wnt signaling is necessary to
drive myelination in vivo
A key role for the Wnt/S-catenin pathway
in PNS and CNS myelination was demon-
strated by loss-of-function strategies in
zebrafish embryos, which has become a
powerful model to assess myelination in
living embryos (Lyons et al., 2005; Kirby
et al., 2006; Buckley et al., 2008). That is,
most of the critical molecular machinery
] of myelination is conserved between ze-
dpf brafish and mammals (Monk and Talbot,
2009). Most important, the zebrafish model
allows us to precisely study signaling mech-
anisms at the onset of myelination.

The binding of B-catenin to TCF3 was
disrupted in the inducible transgenic ze-
brafish line ATCF3 by heat shock, and Wnt
signaling upstream of -catenin was inhib-
ited by injecting embryos with a dominant-
negative construct of LRP6 (LRP6AC). In
Schwann cells, the impact of Wnt impair-
ment at 2 dpf on myelination was based on
(1) the inhibition of myelin gene expression
and (2) an arrest of myelin formation at a
very early stage of axonal wrapping. More-
over, the extent and severity of the generated
phenotypes were dependent on the degree
of Wnt pathway inactivation, and this was
true for the transcriptional function of
B-catenin (TCF) and for Wnt receptor
(LRP6) activity. However, the rate of
Schwann cell proliferation was not affected
in LRP6AC-injected embryos, contrary to
embryos with reduced B-catenin (Gess et
al., 2008), a difference that might be related
to B-catenin being at the crossroad of sev-
eral pathways including Wnt/f-catenin and
serine/threonine kinase Akt.

Together, these results suggest that
Wnt/B-catenin signaling can modulate
myelin gene expression in Schwann cells
independently of cell proliferation. Similarly to Schwann cells,
oligodendrocyte myelination was severely affected by preventing
the interaction between B-catenin and TCF3 or by inhibiting
LRP6. Thus, the Wnt/S-catenin pathway is also required for my-
elin formation by oligodendrocytes. Most important, disrupting
Wnt signaling inhibited myelination in the different compart-
ments of the nervous system without affecting axons and the
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Figure 9.  Phenotypic analyses of ATCF3 embryos in the brain. a, b, Confocal images of
0lig2::GFP embryos at 4 dpf in control embryos (a; n = 10 of 10) and ATCF3 embryos (b; n =
9 of 10) heat shocked at 48 hpf. The overall pattern of olig2 expression is similar between
controls and ATCF3 embryos. ¢, d, Magnified view of oligo2-expressing cells from the hindbrain
area (indicated by an asterisk in @ and b) of control embryos (c) and ATCF3 embryos (d) heat
shocked at 48 hpf. Arrowheads indicate the bodies of these cells, and arrows point to their
extensions. No significant difference in olig2::GFP cell development, survival, and morphology
is observed between controls and ATCF3 embryos. e, g, i, Confocal images of lateral (), ventral
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generation of Schwann cells or oligodendrocytes. Because of a lack
of specific OPC markers in zebrafish, and since olig2 is expressed in
both oligodendrocytes and their precursors, it is not conceivable to
call the olig2:GFP/ATCF3 cells as classical OPCs or oligodendro-
cytes. Although they have the same morphology as oligodendrocytes
in control embryos, they do not express myelin genes, and they are
more likely to be oligodendrocyte-like cells arrested at a promyeli-
nating stage.

How does Wnt signaling regulate myelin gene expression in
Schwann cells and oligodendrocytes? Our in vivo ATCF3 and
LRP6AC analyses are not specifically restricted to these two lin-
eages, therefore we cannot rule out that the phenotype we observe
is related to a cross talk between neurons and myelinating cells.
However, taking our in vivo and in vitro results together, we sug-
gest that the Wnt/B-catenin pathway regulates myelination, at
least in part, by driving myelin gene expression in Schwann cells
and oligodendrocytes.

Another finding was that the B-catenin/TCF3 interaction is
primarily required for mbp expression in oligodendrocytes and
Schwann cells at the time when they start myelinating axons,
precisely before 3 dpf (Brosamle and Halpern, 2002). Consistent
with a crucial role for Wnt/B-catenin signaling in the very early
steps of Schwann cell myelination was the failure to form com-
pacted myelin sheaths in embryos with early disruption of TCF
function. However, our results suggest that 8-catenin/TCF3 in-
teraction may be required for mpz and plp expression during a
more extended period in oligodendrocytes. This may not be par-
ticularly related to differences between PNS and CNS myelina-
tion as mbp is expressed in the PNS and CNS in zebrafish and is
downregulated in both tissues after ATCF3 heat shock, but more
probably to differences in the regulation of myelin genes: mbp
versus mpz and plp.

Roles of canonical Wnt signaling in oligodendrocyte
maturation and myelination

Three recent studies have addressed the potential role of Wnt
signaling in oligodendrocyte development. Constitutive activa-
tion of B-catenin or inhibition of Adenomatous Polyposis Coli
expression, resulting in the stabilization of B-catenin, delayed
oligodendrocyte differentiation (Fancy et al., 2009; Feigenson et
al., 2009). Likewise, the constitutive stabilization and nuclear
translocation of B-catenin in cells of the oligodendrocyte lineage
had a negative influence on oligodendrocyte maturation. How-
ever, the targeted disruption of TCF7L2 in mice led to severe
defects in oligodendrocyte differentiation but not specification
(Ye et al., 2009). Based on these findings, the consensus has
emerged that canonical Wnt signaling may exert a repressive ef-
fect on oligodendrocyte differentiation and on myelination.
When interpreting the results of the previous studies, the follow-
ing points should be taken into consideration: (1) experiments
based on the disruption of TCF function are consistent with a key
role of B-catenin signaling in oligodendrocyte differentiation
similar to our findings; (2) constitutive activation of 3-catenin
signaling may result in the dysregulation of gene expression; and
(3) the Wnt signaling components so far examined in oligoden-
drocyte development (B-catenin, APC, and TCF) are all shared

<«

(g), and dorsal (f) views of olig2::GFP at 4 dpf. f, h, j, Confocal images of lateral (f), ventral (h),
and dorsal (j) views of olig2::GFP/ATCF3 embryos at 4 dpf, heat shocked at 48 hpf. No signifi-
cant difference in axonal growth and patterning was observed between controls and ATCF3
embryos.
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between the canonical Wnt and other major signaling pathways, in
particular the PI3/AKT pathway (Nelson and Nusse, 2004; Ding et
al., 2007; Blankesteijn et al., 2008; Welters and Kulkarni, 2008).

Inimmature OPCs isolated from neonatal rat brain, Wnt does
not activate myelin gene expression. However, at a more differ-
entiated stage, Wnt signaling becomes stimulating. This is con-
sistent with our observation that Wnt increases PLP expression in
mature oligodendrocytes in primary cultures and in 158N cells,
which express characteristics of mature oligodendrocytes.

This discrepancy could be explained by different func-
tions of canonical Wnt signaling during oligodendrocyte spec-
ification, differentiation, and the process of myelination. It is
definitely well established that signaling systems can exert dif-
ferent actions at distinct developmental stages (Woodhoo et
al., 2009). For example, Kalani et al. (2008) have demonstrated
that Wnt signaling is required to generate oligodendrocytes
from neural stem cells, whereas others (Fancy et al., 2009; Ye et
al., 2009) show a delay in oligodendrocyte differentiation in
cultures derived from OPCs or when activating B-catenin
from early stages. Finally, here we demonstrate that the inhi-
bition of canonical Wnt signaling in oligodendrocytes impairs
the onset of myelin formation via the failure of myelin genes to
be activated. Therefore, the Wnt pathway may regulate the
myelination process differentially at each step of this complex
process. Our findings thus contribute to a clearer understand-
ing of the fine-tuning of the myelination process and identify
components of the Wnt/fB-catenin pathway as promising drug
candidates for promoting myelination.
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Supplementary figure 1: Expression and localization of Wnt components

(a) The spatial expression pattern of various members of the Wnt signaling pathway in sciatic nerve sections of
mice aged 21 days. Myelin sheaths were stained with anti-MBP antibody (in red) and Wnt components were
localized with antibodies against Wntl, LRP6, GSK3f and B-catenin (in green). The slides were analyzed with a
confocal microscope. This experiment was repeated twice, and a typical experiment is presented here. The
images shown he represent 1pm of confocal Z sectioning. Scale bars = 2 um. (b) Total RNAs from MSC80
cells, primary Schwann cells, mouse adult sciatic nerves, 158N, primary culture enriched in OPC or
oligodendrocytes, or from zebrafish were prepared. qRT-PCR experiments were performed with primers
recognizing specifically the four TCFs (TCF1, LEF1, TCF3 or TCF4). 26S RNA (mice) and Efla (zebrafish)
were detected by specific primers and used to normalize TCF expression. The results are expressed as fold
induction over TCF1.
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Supplementary figure 2: Expression of TCF in glial cells and analysis of the efficiency of their invalidation

by siRNA.

(a) MSCS80 cells were transfected with siRNA directed against each one of the four TCFs or non-targeting
siRNA (NT). Total RNA was prepared and qRT-PCR experiments were performed using primers recognizing
specifically the four TCFs (TCF1, LEF1, TCF3 and TCF4). **p<0.01 or ***p<0.001 by Tukey’s post hoc test
after one-way ANOVA when compared to control.
(b) Total RNA from 158N oligodendrocytes transiently transfected with siRNA directed against the four TCFs
or non-targeting siRNA (NT) was prepared. qRT-PCR experiments were performed using primers recognizing
specifically the four TCFs (TCF1, LEF1, TCF3 and TCF4).
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Supplementary figure 3: mbp, mpz and plp mRNA expression in ATCF3 transgenic zebrafish embryos.

(a) qPCR graph showing relative mbp expression/Efla (%) in control embryos at 5 dpf and in ATCF3 embryos
at 5dpf heat shocked at 48 hpf. It shows a significant decrease in the relative amount of mbp expression between
controls and ATCF3 embryos (average mbp mRNA expression of 3 different experiments, for each n = 11). (b)
Lateral views of control embryos (top) at 5 dpf and of ATCF3 embryos (bottom) at 5 dpf heat shocked at 3 dpf.
Arrows indicate mbp expressing cells along the PLLn. Mbp mRNA expression in the PLLn is similar between
control and ATCF3 embryos. (¢) qPCR graph showing relative mpz and plp expression/EFla (%) in control
embryos at 5dpf and in ATCF3 embryos at 5dpf heat shocked at 48hpf. It shows a significant decrease in the
relative amount of mpz and plp expression between controls and ATCF3 embryos.
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2. Résultats supplémentaires de I'article 1

Les travaux effectués nous ont permis de montrer I'implication de certains ligands Wnts
et en particulier de Wntl, Wnt3, Wnt3a et Wnt7a dans la régulation de I'expression des

genes de la myéline.

Nous avons choisi de compléter ce travail en étudiant le role des protéines Wnt4, Wnt5a,
Wnt5b, Wnt6 et Wnt7b sur la régulation de I'expression des genes de la myéline PO
(Figure 32) et PMP22 (Figure 33) et d’'un gene cible de la voie Wnt/B-caténine, la
connexine 43 (Figure 33). Parmi ces protéines, Wnt5b est clairement identifiée comme
faisant partie de la famille des Wnts canoniques, Wnt4, 6 et 7b sont des ligands non
canoniques strictes et le cas de Wnt5a est a ce jour plus ambigii. Il pourrait activer les
deux voies de signalisation [163] mais aussi a la fois activer la non canonique et inhiber

la canonique [162].

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé le systeme des milieux conditionnés que nous
avons laissé agir 48h sur les CS et quantifié par qPCR l'expression des genes PO, PMP22

et connexine 43.
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Figure 32: Effets de différents ligands Wnt sur I'expression de PO dans les cellules de Schwann. Les
milieux conditionnés sont préparés a partir de MSC80 transfectées avec les vecteurs d’expression codant
pour Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, et Wnt7b. Deux jours apres la transfection, le milieu est transféré sur
des cellules fraiches et laissé pendant 48h. L’expression du gene PO est dosée par qPCR et normalisée par

rapport au 268S. *p<0,05 ; ***p<0,001 apres t-Test; n=3
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Les ligands Wnts synthétisés dans les CS agissent sur ces derniéres en induisant
I'expression du gene de la myéline PO (Figure 32). L'induction est de 162,9% pour Wnt4,
181,5% pour Wnt5a, 160,2% pour Wnt5b, 195,4% pour Wnt6 et 198,4% pour Wnt7b.
Ces inductions sont significatives pour I'ensemble des Wnts étudiés. Mais seuls les Wnt6
et Wnt7b induisent significativement le gene de PMP22 (Figure 33) avec des inductions
respectives de 215,3% et 180%. Enfin, nous avons dosé la connexine 43 qui est 'un des
genes cibles de la voie Wnt canonique. Les Wnts 5b et 7b induisent significativement la

connexine 43 (respectivement 139% et 188,2%).
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Figure 33: Effets de différents ligands Wnt sur I'expression de PMP22 et connexine 43 dans les
cellules de Schwann. Les milieux conditionnés sont préparés a partir de MSC80 transfectées avec les
vecteurs d’expression codant pour Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6 et Wnt7b et un plasmide vide (control).
Deux jours apres la transfection, le milieu est transféré sur des cellules fraiches et laissé pendant 48h.
L’expression des genes PMP22 et connexine 43 est dosée par qPCR et normalisée par rapport au 26S.

*p<0,05 apres t-Test; n=3

Ces observations posent la question des mécanismes mis en jeu par la catégorie des
Wnts non canoniques pour réguler I'expression des genes de la myéline. L'une des voies
Wnt non canonique permettant de réguler la transcription fait intervenir les facteurs de
transcription NFAT. Ce facteur fait notamment partie de la voie Wnt calcique. Il est
activé par déphosphorylation suite a une entrée importante de calcium dans la cellule.
Enfin, il transloque au noyau pour y réguler ses genes cibles. De plus, il a été récemment
montré que le facteur de transcription NFATc4 régulait 'expression de PO dans les

précurseurs de CS [49]. Cette voie de signalisation pourrait étre une bonne candidate
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pour expliquer la régulation de I'expression des genes de la myéline par la voie Wnt non
canonique. Nous pourrions pour tester cette hypothese, vérifier I'induction d’'un gene
cible de NFAT par gPCR ou utiliser un systeme de siNFATc4 pour s’assurer de la

diminution de I'expression des genes de la myéline.

II. Régulation du cytosquelette des cellules de

Schwann par les différentes voies Wnt

1. Roles des facteurs Wnts sur le cytosquelette des cellules de
Schwann

Les cellules de Schwann ont pour principale fonction la myélinisation d’'un axone. Ce
phénomene est finement régulé par nombre de facteurs au cours du développement. Il
nécessite par ailleurs une importante synthese protéique et lipidique pour permettre les
multiples enroulements de la gaine autour de I'axone. Ainsi, la membrane plasmique est
considérablement étendue tandis que de profondes modifications touchent le

cytosquelette cellulaire. C’est ce dernier point que nous avons étudié.

Notre objectif de travail est d’étudier les rdles des protéines Wnts sur I'architecture des
CS. Ces Wnts se trouvent étre tres présents au cceur du dialogue entre les cellules gliales
et axonales. Les protéines de la famille Wnt peuvent agir sur le cytosquelette des cellules
nerveuses comme nous l'avons décrit dans l'introduction. Dans quelle mesure ces
différents ligands peuvent-ils permettre la croissance ou non des microtubules dans les
cellules de Schwann? Au cours du processus de polymérisation, existe-t-il une différence
entre les Wnts canoniques et non canoniques ? Il est important de noter a ce stade que
les deux groupes de Wnt sont représentés, avec d’une part les membres de la voie
canonique Wnt3, Wnt3a, Wnt5b et Wnt7a et d’autre part Wnt4, Wnt6 et Wnt7b qui
activent les différentes voies de signalisation non canoniques (la classification exacte de

Wnt5a reste en débat).
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Nous avons mesuré les prolongements cellulaires de MSC80 24h et 48h (Figure 34)
apres la mise en contact avec un milieu conditionné contenant différentes protéines

Whnts.

Wnt conditionned media 24h Wnt conditionned media 48h
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Figure 34: Mesure des prolongements des cellules de Schwann sous 'effet de différents Wnts. Les
milieux conditionnés sont préparés a partir de MSC80 transfectées avec les vecteurs d’expression codant
pour Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b et un plasmide vide (control). Deux jours
apreés la transfection, le milieu est transféré sur des cellules MSC80 fraiches et laissé pendant 24h ou 48h.
Les prolongements cellulaires sont mesurés et rapportés au contréle. *p<0,05; **p<0,01 apres t-Test;

n=70

Sur les huit milieux conditionnés qui contiennent des Wnts différents, Wnt3a (165,1um),
Wnt4 (166,1pum), Wnt5a (172,7um), Wnt5b (165,1um) et Wnt6 (170um) induisent un
allongement significatif a 24h (controle 24h : 159,3um). Les trois autres proposent une
tendance a I'allongement de leurs extensions a 24h avec respectivement 159,3um pour

Wnt3, 160,3pum pour Wnt7a et 159,5um pour Wnt7b.

Les résultats observés apres 48h de culture dans un milieu conditionné Wnt présentent
davantage de disparités. La tendance a I'allongement des prolongements est retrouvée
chez Wnt3 (157,5um), Wnt3a (154,7um), Wnt5a (167,6pum), Wnt5b (157,8um) et Wnt7a
(155,2um). L’allongement n’est significatif que pour Wnt5a. En revanche, on observe
pour les autres Wnts (Wnt4=143,1um ; Wnt6=145,7um et Wnt7b=135,1um) étudiés une
légere rétractation des prolongements cytoplasmiques qui n’est significative que pour
Wnt7b. Ces trois protéines font partie du groupe non canonique. Ces rétractations sont

peut étre simplement le signe de l'arrét de 'effet des Wnts synthétisés a partir des
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plasmides. En effet, ils présentent bien des effets significatifs a 24h, qu’ils perdent

ensuite a 48h.

Le tableau 3 synthétise les effets des différents ligands Wnts sur le prolongement des CS

a 24h et 48h ainsi que sur I'expression des genes de la myéline a 48h.

Voie de Prolongements | Prolongements | Expression Expression
signalisation de CS a 24h de CS a 48h de P0a48h | de PMP22 a 48h
Wnt3 Canonique 105% 105% 176% 147%
Wnt3a Canonique 109% * 104% 258% 149%
Wnt4 Non canonique 109% * 96% 163% * 98%
Wntsa | o canonique/ 113% ** 112% * 182% *** 169%
Canonique
Wnt5h Canonique 108% * 102% 160% *** 128%
Wnt6 Non canonique 112% * 96% 195% *** 215% *
Wnt7a Canonique 105% 96% 156% *** 343%
Wnt7b Non canonique 105% 90% * 198% * 180% *

Tableau 3 : Syntheése des différentes voies activées par les Wnts ainsi que leurs effets sur les
prolongements des CS et 'expression des génes de la myéline (% par rapport au contrdle). Les
différences significatives suite aux tests statistiques sont rappelées par les étoiles. *p<0,05; **p<0,01;

*#*p<0,001 apreés t-Test

Par la suite, nous focaliserons nos études sur les cinq Wnts (Wnt3a, 4, 53, 5b et 6) dont

I'action sur les prolongements est significative a 24h.

2. Implication de Dishevelled dans les effets des ligands Wnts
sur le cytosquelette des CS

L’observation des résultats précédents nous ameéne a nous interroger sur les
mécanismes d’action des Wnts canoniques comme des Wnts non canoniques dans la
modification morphologique des cellules. La littérature est jusqu’a ce jour assez fournie
sur le réle de Dvl, carrefour des signalisations au cours de la croissance axonale et de la
formation du bouton synaptique. Dishevelled agit indirectement sur le cytosquelette en

inhibant la GSK3[3 par phosphorylation. Cette derniere peut phosphoryler des protéines
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associées aux microtubules comme APC, MAP1B et CRMP2 et provoquer la

déstabilisation des microtubules.

Cependant, le role des Wnts canoniques et non canoniques et de Dvl sur le cytosquelette
des cellules de Schwann n’est a ce jour que peu connu. Nous avons souhaité étudier
'allongement des prolongements cellulaires suite a la fois au blocage de ce carrefour par
un dominant négatif de Dvl (dnDvl) et par la stimulation des voies Wnt a l'aide de
milieux conditionnés Wnts pendant 48h (Figure 35). Parmi ces Wnts utilisés, quatre
sont connus pour appartenir a la signalisation non canonique (Wnt4, Wnt 5a, Wnt6 et

Wnt7b) et un seul a la voie canonique (Wnt5b).

Le blocage par le dnDvl provoque une diminution significative de la longueur des
prolongements par rapport au témoin (136,3pum contre 155,4um). Le dominant négatif
permettrait a la GSK3f de phosphoryler les MAPs et de déstabiliser les microtubules.
L’'incubation des CS en présence de Wnt4, Wnt6 ou Wnt7b ne modifie pas la taille des
prolongements cellulaires. L’utilisation préalable du dominant négatif de Dvl augmente
légerement la taille des extensions cellulaires apres un traitement par Wnt4 et Wnt6é.
Ces trois protéines font partie de la signalisation non canonique. Sans effet majeur de
leur part, on pourrait alors envisager que ces Wnts non canoniques activent la moins
connue des voies Wnt, a savoir la voie d’'internalisation nucléaire du récepteur Frizzled

(voir Figure 24 e de 'introduction).
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Figure 35: Mesure des prolongements des cellules de Schwann sous I'effet de différents Wnts et
d'un dominant négatif de Dvl. Les milieux conditionnés sont préparés a partir de MSC80 transfectées
avec les vecteurs d’expression codant pour Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7b et un plasmide vide
(control). Deux jours apreés la transfection, le milieu est transféré pendant 48h sur des cellules ayant été
transfectées par un plasmide vide ou un dominant négatif dirigé de Dvl pendant 24h. Les prolongements
cellulaires sont mesurés et rapportés au controle. Ainsi, les tests statistiques proposés se rapportent aux
controles respectifs, soit au « control » pour les colonnes blanches et a « dnDvl » pour les colonnes noires.
Dans le cas contraire (par exemple « control » par rapport a « dnDvl ») une barre horizontale spécifie les

deux conditions concernées*p<0,05 ; ***p<0,001 aprés t-Test; n=70

En revanche les cas de Wnt5a et Wnt5b apparaissent différents. Seuls, Wnt5a et Wnt5b
induisent une augmentation conséquente et significative de la longueur (de I'ordre de
120% pour Wnt5a et 125% pour Wnt5b). Dans le cas de Wnt5a, la longueur des
prolongements reste augmentée malgré l'utilisation du dominant négatif de Dvl. Les
données de la littérature au sujet de la classification non canonique ou non de Wnt5a
sont nombreuses et contradictoires. Cependant, il ressort de ces nombreuses études,
que Wnt5a pourrait activer les deux voies de signalisation. Ainsi, suivant cette
hypothese, le ligand Wnt5a présent au sein du milieu conditionné pourrait stabiliser les
microtubules a la fois par I'intermédiaire de JNK et en inhibant la GSK3[. La convergence

de ces deux voies provoque l'allongement des prolongements.

L’ajout de Wnt5b a la suite de la transfection par le dnDvl diminue les prolongements
cellulaires. Wnt5b active la signalisation canonique, au cours de laquelle il active Dvl
permettant ainsi linhibition de la GSK3B. Cette derniére ne pourrait ainsi plus
phosphoryler les MAPS ce qui aurait pour conséquence de stabiliser le réseau de
microtubules. Ainsi 'utilisation du dominant négatif n’est pas contrebalancée par une

voie parallele qui stabilise les microtubules.

Jusqu’'a présent, le role des Wnts sur le cytosquelette était principalement étudié dans la
régulation de la pousse axonale et la formation du bouton synaptique. Ce travail nous
permet d’établir les roles possibles des différents ligands Wnts sur le cytosquelette des
CS et plus précisément sur la régulation des extensions cytoplasmiques nécessaire aux

nombreux enroulements de la gaine de myéline autour de I'axone.
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3. Role de la GSK3f sur le cytosquelette des cellules de
Schwann

En paralléle de I'étude portant sur les Wnts, nous avons évalué les effets d’un inhibiteur

de la GSK3p, le chlorure de lithium, sur les prolongements des cellules de Schwann.

Nous avons mesuré I'allongement des cellules traitées au lithium en microscopie optique
classique et observer les modifications plus fines de leur morphologie en utilisant un
microscope a force atomique. De plus, nous avons utilisé les marquages
immunocytochimiques pour caractériser et déterminer la nature des structures
modifiées par cette induction. Enfin, nous avons pu bénéficier de la source synchrotron
SOLEIL pour caractériser par microspectroscopie infrarouge les modifications

biochimiches au niveau des prolongements de CS.

Le chlorure de lithium est un inhibiteur de la GSK3p. En ce sens, il mime I'activation de la
voie Wnt canonique sur le plan transcriptionnel (Makoukji et al. soumis). L'induction par
le LiCl pendant 24h, 48h et 72h provoque un important allongement des prolongements
cellulaires. En effet, les prolongements sont augmentés de plus de 25% a 24h, 62% a 48h
et sont presque doublés en 72h. En inhibant la GSK3f, le LiCl pourrait provoquer la
baisse du taux de phosphorylation des protéines MAP1B, CRMP2 et APC, stabilisant ainsi
les microtubules. La forme phosphorylée de la MAP1B étant principalement associée a
des microtubules instables tandis que la phosphorylation de CRMP2 et APC est

inactivatrice.
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Figure 36: Effets du LiCl sur la morphologie des cellules de Schwann. A : Les cellules de Schwann sont
photographiées en lumiere blanche sur un microscope inversé a 24h, 48h et 72h apres induction au LiCl

(10mM). B: Les prolongements cellulaires sont mesurés et rapportés au controle. *p<0,05; ***p<0,001
apreés t-Test; n=70
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Figure 37 : Images de déflexion de MSC80 cultivées dans leur milieu de culture pendant 48h sur
une matrice de collagéne de type I. (A) Cellules contréles, (B) 24h apres induction au LiCl (10 mM),
(100um x 100um).

113



Figure 38: Images prises au microscope a force atomique de déflexion de MSC80 cultivées dans
leur milieu de culture pendant 48h sur une matrice de collagéne de type 1. (A) Cellules contrdle, (B)

24h apres induction au LiCL (10 mM), (échelle : 20um).
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Figure 39: Images de déflexion de MSC80 cultivées dans leur milieu de culture pendant 48h sur
une matrice de collagéne I. Et images de MSC80 en fluorescence prises au microscope confocal, objectif a
immersion x63 (A) contrdle, (B) 24h LiCL 10 mM, (C) vinculline contrdle, (D) vinculline 24h LiCL 10 mM,
(E) actine controéle, (F) actine 24h LiCL 10 mM, (échelle: 10pum). Ces images sont représentatives de

I'expérience réalisée trois fois.

Les images de microscopie a force atomique nous permettent d’appréhender la finesse
des modifications du cytosquelette cellulaire. En effet, des 24h, les prolongements
cellulaires sont fortement augmentés et le réseau sous cortical profondément modifié.
Le traitement des CS par du LiCl provoque une nette tension des réseaux sous corticaux.

La cellule apparait davantage étalée sur la matrice, et semble mieux ancrée sur celle-ci.

Nous avons effectué des expériences d'immunofluorescence afin de marquer la
vinculine, protéine des complexes d’adhésion focale, I'actine et les microtubules des CS
et d’identifier ainsi les composants du cytosquelette impliqués dans les modifications
observées par AFM. Ces images obtenues par microscopie confocale sont présentées sur
la (figure 39). Sous leffet du lithium, de larges complexes d’adhésion focale
apparaissent ; ils traduisent un ancrage fort des cellules sur la matrice de collagene. Les
tensions du cytosquelette sont tres clairement attribuées au réseau d’actine; on voit
apparaitre des fibres de stress dont les extrémités sont directement liées aux points

focaux d’adhésion.

Dans un second temps, nous avons voulu évaluer le role du LiCl malgré un blocage de la
voie Wnt par l'intermédiaire d’'un dominant négatif de Dvl. Le chlorure de lithium seul
induit comme précédemment une augmentation importante et significative des
prolongements a 24h et 48h. Le dominant négatif de Dvl provoque lui une rétractation
des extensions a 24h comme a 48h. Les prolongements sont augmentés de facon
significative par I'induction au LiCl apres le dnDvl par rapport au traitement du dnDvl
seul. L'inhibition de la GSK3f par le lithium semble surpasser 'activation de la kinase
par le dnDvl. Les effets apparaissent déja significatifs a 24h (201,9um contre 166,6pum)
et sont renforcés a 48h (251,1um contre 169,5um). Au regard de ces résultats, le LiCl

apparait étre un puissant stabilisateur des microtubules.
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Figure 40: Mesure des prolongements des cellules de Schwann sous I'effet d'un dominant négatif
de Dvl et du LiCl. Les cellules ayant été ou non transfectées par un dominant négatif dirigé contre Dvl
sont induites pendant 24h et 48h par du LiCl (10mM). Les prolongements cellulaires sont mesurés en

épiflorescence. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 apres t-Test; n=70

III. Apports de la microspectrométrie infrarouge

sur la caractérisation des CS

Enfin la derniere partie de notre étude des effets du LiCl sur les CS porte sur la
caractérisation des variations de compositions internes en protéines et lipides d'une
cellule isolée et plus particulierement au niveau de ses extensions. Une telle étude par
microspectrométrie infrarouge ne peut étre réalisée qu'a l'aide d'une source

synchrotron.

Les avantages et intéréts de cette technique sont nombreux. Nous pourrons ainsi suivre
toutes les familles de protéines, de lipides, de sucres ou d’acides nucléiques existants
dotées d’une signature spectrale spécifique. Par exemple, les propriétés spectrales de
protéines glycosylées ou phosphorylées sont différentes. Elles changent également en
fonction de leur conformation. Nous pouvons en évaluer les différences entre des cas

témoins et traités au LiCl.

Par ailleurs, cette caractérisation est suffisamment fine pour établir des différences de
composition en plusieurs points de la cellule. Nous pourrons ainsi nous placer a

différents endroits des prolongements (plus ou moins proche du noyau) et étudier les
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différences biochimiques en fonction de leur localisation. Ceci nous permettra d’établir

une cartographie en différents points de la cellule.

Si, cette technique permet d’étudier les réponses au niveau d’une cellule isolée, a terme,
elle permettra également d’établir des cartographies sur des coupes de nerfs lésés

traités ou non au LiCL

Analyse des données spectrales IR

Les analyses classiques, univariables, utilisent les rapports de pics, hauteur, aire, largeur
a mi-hauteur, et position des bandes d’absorption. Cependant, les spectres contiennent
souvent des bandes qui se chevauchent et dont la comparaison ou l'interprétation ne
peut se faire par simple inspection visuelle mais nécessite des approches alternatives. I
est donc essentiel que les mesures spectroscopiques soient couplées a une stratégie

d’analyse multivariée [214, 215].

L’analyse statistique multivariée est généralement le moyen le plus efficace pour mettre
en évidence de faibles différences entre les spectres. Les données multivariées générées
a partir des spectres ou cartes IR ou Raman sont constituées de nombreuses et diverses
variables (nombre d’onde et déplacement de nombre d’onde) pour un nombre
d’éléments (cellules ou individus controles et traités par exemple) qui peut également
étre important (typiquement n=100). Chaque variable va étre considérée comme
constituant une dimension différente, de sorte que s’il y a n variables (raies d’absorption
IR) chaque objet va étre considéré comme résidant a une position unique dans une
entité abstraite définie comme I'’hyperespace a n dimensions. Celui-ci est forcément
difficile a visualiser et 'objectif de I'analyse multivariée est donc la simplification ou
réduction dimensionnelle.

En général, les méthodes non supervisées d’analyse par classification hiérarchique telles
que l'analyse en composantes principales (ACP) et I'analyse hiérarchique en
cluster (AHC) sont utilisées pour mettre en évidence ces faibles différences et
similitudes spectrales existant entre les constituants biologiques des échantillons
analysés. Parmi les logiciels développés pour l'analyse statistique multivariée, nous

avons utilisé la derniere version The Unscrambler X® (Camo, Oslo, Norvege).
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La figure 41 présente un spectre IR typique enregistré au niveau du noyau d’une cellule
de Schwann. Les liaisons chimiques absorbent le rayonnement IR a des longueurs
d’ondes spécifiques dépendant de la nature et de leur conformation. Ainsi, tout composé
organique possede une signature spectrale qui lui est propre. C'est pourquoi la

spectroscopie IR est trés souvent utilisée pour caractériser un échantillon.

L’analyse des spectres permet d’extraire :

* des informations qualitatives : les liaisons chimiques absorbent a un nombre
d’onde caractéristique. Des bases de données IR permettent d’attribuer les
absorptions aux différents groupes chimiques en présence et donc d’identifier la
ou les molécules présentes.

* des informations quantitatives : I'intensité de la bande d’absorption vérifie la loi
de Beer-Lambert et rend donc compte de la concentration du groupe chimique

caractéristique de cette absorption.

La plupart des biomolécules possédent donc une signature IR caractéristique. Le spectre
IR d’un tissu biologique ou d’une cellule consiste alors en 'addition de nombreuses raies
spectrales qui vont se chevaucher et/ou se superposer (figure 41). Dans ce cas, I'analyse
des spectres n’est pas simple, d’autant plus que I'environnement des molécules influence
aussi les fréquences de vibration. Néanmoins, de nombreuses bandes d’absorption ont
pu étre attribuées (Tableau 4). La spectroscopie IR est donc une technique intéressante
qui permet d’obtenir une image globale et complete d'une cellule dans un état

meétabolique particulier.
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Frequency fem™") Chemical function

~3500 O-H stretch of hydroxyl groups

—3200 N-H stretch { Amide A} of proteins
—~3000-3D60 C=0C stretch

—~2955 C-H asymmeetric stretch of —CH; in fatty adds
~2930 C-H asymmetric stretch of -CHZ

-2918 C-H asymmetric stretch in fatty acids

~2B98 C-H symmetric stretch of C-H in methy| groups
~2870 C-H symmetric stretch of -CH3

—~2850 C-H symmetric stretch of —-CH2 in fatty acids
-1740 -C =0 stretch of esters

1715 -C =0 stretch of carbonic adds

—~1680-1710 -C=0in nucleic adds

—1695 Amide | band components of proteins

—~1685 Antiparallel pleated sheets

—~1675 Resulting from p- turns of proteins

~1655 Amide | of a-helical structures

—~1635 Amide | from f-pleated sheet structures
~1575 Asymmetric stretch of CO0-

—1550-1520 Amide 11

=~1515 "Tyrosine'” band

~ 1458 C-H deformation of -CHz

~1400 C =0 symmetric stretch of CO0-

—1310-1240 Amide Il band components of proteins
~1250-1220 P =0 asymmetric stretch of POy~ phosphodiesters
—1200-900 C4; C-C; COH; C-0-C deformation of arbohydrates
~1090-1085 P =0 symmetric stretch of POz~

720 C-H rodking of -CH3

—a00-600 " Fingerprint region™

Tableau 4 : Attributions des principales raies caractéristiques des échantillons biologiques [216].

Les spectres IR nécessitent un prétraitement préalable. Nous avons successivement
réalisé :

* un lissage de Satvitzky-Golay (polynome d’ordre 3, sur 7 points) qui permet
d’éliminer le bruit;

* une correction de la ligne de base et du phénomene de diffusion couramment
observé sur des cellules isolées et afin d’'uniformiser les intensités des spectres et
s’affranchir de la variabilité d’épaisseur des cellules ;

* une dérivée seconde des spectres avec lissage Satvitzky-Golay sur 13 points afin
d’augmenter le contraste entre pics voisins tout en éliminant le bruit de mesure
amplifié par la dérivée seconde.

La figure 41 présente les effets de tels prétraitements dans deux régions d’intérét : la
région des lipides, de 3000 a 2800 cm! (spectre B1 et sa dérivée seconde C1) et celle des
bandes amide I et amide II des protéines, de 1800 a 1400 cm™! (spectre B2 et sa dérivée

seconde C2).
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Figure 41: Spectre IR enregistré au niveau du noyau d’une cellule de Schwann isolée. A.Spectre
apres lissage et correction de la diffusion: B1 région des lipides (3000 - 2800 cm) et B2 région des
bandes amide I et II (1800 - 1400 cm!). Dérivées secondes des spectres B1 et B2 avec lissage Satvitzky-

Golay sur 13 points : C1 région des lipides et C2 région des bandes amide I et 1.

by

Les premiers essais d’ACP ont été réalisés a partir des spectres enregistrés dans le
compartiment nucléaire et dans le cytosol au niveau d’extension cellulaire, sur des
cellules MSC80 controles ou traitées pendant 24h au LiCl 10 mM. Les régions choisies
pour tester la méthode ACP sont celles attribuées aux lipides et aux protéines. A priori,
ces deux régions devraient permettre la séparation des groupes de spectres : noyau vs
cytoplasme, controle vs lithium. L’ACP a été réalisée sur la région lipidique

correspondant aux absorptions des chaines lipidiques, élongation des CHz et CHa.

La figure 42 montre la carte vectorielle construite a partir des deux premiers vecteurs
propres. Les deux populations de cellules ont une forte homogénéité entre les spectres
car les points sont bien regroupés. Le deuxieme vecteur propre PC-2 permet de
distinguer les deux populations de cellules; cependant, les coefficients de ce vecteur
sont tres faibles et la discrimination est donc peu significative. L’interprétation des
vecteurs propres est possible comme l'illustrent leurs représentations (figure 42).

Nous avons obtenu un résultat similaire (donc pas significatif) dans la région des

protéines.
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Figure 42: Résultats de I'analyse en composantes principales des spectres enregistrés au niveau du
cytoplasme des extensions de 40 cellules (20 cellules controles et 20 cellules traitées au LiCl pendant

24h). Région des lipides : de 3000 a2 2800 cm'L.

Ces premiers essais encourageants montrent donc quelques différences entre les
cellules MSC80 controles et traitées durant 24h au LiCl mais ils nécessitent d’étre
consolidés en augmentant considérablement la taille du groupe d’étude (n=100 semble
un minimum pour ce type d’étude) et en augmentant le temps d’incubation des cellules
en présence de LiCL Il est également important de noter que les cellules de Schwann ont
montré des difficultés a adhérer et a se développer sur les lames MirrlR. Nous
envisageons dorénavant un prétraitement au collagene I des substrats pour retrouver

des conditions d’adhésion plus proches de celles obtenues sur plastique.
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Une session d’expériences est d’ailleurs prévue a cette fin sur la ligne SMIS durant le

mois de novembre 2011.

IV. Etudes dans un contexte lésionnel

1. Etude de la régulation de I'expression des genes de la
myéline dans un contexte lésionnel

Nous avons vu précédemment que la voie Wnt/-caténine tient un réle majeur dans la
régulation physiologique des génes de la myéline. Mais qu’en est-il a la suite d’'un
événement pathologique ? Dans un premier temps, nous avons tenté de répondre a
I'aide d'un modele in vitro de stries cellulaires. Nous nous sommes intéressés a la
réponse transcriptionnelle de la lignée de cellules de Schwann de souris a la suite d’'une
lésion mécanique et au traitement par le LiCl (Figure 43). Un tapis cellulaire de CS est
strié a I'aide d'une pointe stérile de 200pl, 'ensemble des cellules de la boite est utilisé

pour doser I'expression des genes de la myéline par PCR quantitative.
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Figure 43: Effets d’'une lésion mécanique sur la régulation des genes de la myéline. Les cellules
MSC80 confluentes sont striées, le cas échéant induites au LiCl (10mM) pendant 24h et le milieu de culture
changé. L’expression des genes de la myéline est dosée par qPCR et normalisée par rapport au 26S.

Chaque test statistique se rapporte au cas « control ». *p<0,05 ; **p<0,01 apreés t-Test; n=4
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La stimulation des genes de la myéline en réponse a une lésion mécanique est
significative pour le gene PO (162% par rapport au témoin). En revanche, I'induction est
moindre pour le gene PMP22 (130% par rapport au témoin). Ce résultat souleve la
question de la voie de signalisation empruntée pour induire I'expression significative de
P0. Nous avons vu précédemment que la voie Wnt canonique régulait directement
I'expression des geénes de la myéline PO et PMP22 dans les CS. La lésion d’une
monocouche de cellules suffit-elle a induire l'activation de la voie de signalisation

Wnt/pB-caténine ?

En parallele, nous avons dosé l'expression de ces mémes genes de la myéline en
présence ou non de chlorure de lithium (10mM), a la suite ou en I'absence de strie.
L’utilisation du LiCl a un effet significatif sur I'induction des genes PO et PMP22. Il active
de l'ordre de cinq fois I'expression du gene PO et augmente de 50% celle de PMP22.
L’action conjointe de la strie et du lithium induit significativement I'expression des

genes de la myéline PO et PMP22.

Est-il possible que le chlorure de lithium ait une action synergique de la lésion
mécanique ? Les niveaux d’expression en présence de lithium seul ou a la suite de la
strie étant équivalents, on peut émettre I'hypothése que l'action de linhibiteur
spécifique de la GSK3[ est prédominante a ce stade de 24h. Cet effet majeur du LiCl
pourrait aussi s’expliquer par le fait que nous dosons la variation d’expression des genes
sur 'ensemble des cellules présentes dans la boite de culture. La réponse au LiCl et a la
lésion comporte donc les cellules 1ésées et avoisinant la lésion mais aussi des cellules
éloignées de la strie qui n'ont subi aucune lésion. Au regard de ces résultats, il apparait
intéressant de déterminer la voie de signalisation activée par la strie ainsi que le niveau

d’activité de la GSK3§.

2. Effets d’'une lésion mécanique sur la voie Wnt

Dans un deuxiéme temps de I'étude, nous avons restreint notre analyse aux cellules a
proximité immeédiate de la strie afin de ne pas diluer la réponse au stress mécanique
dans un environnement trop grand. Notre observation s’est portée sur les temps 8h et

24h (Figure 44) apres le scratch et nous avons analysé I'expression des geénes de la
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myéline PO et PMP22 ainsi que plusieurs membres de la voie Wnt canonique (Dvl3,

TCF3, B-caténine et un des genes cibles, cycline D1).
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Figure 44: Régulation de I'’expression des genes de la myéline et de la voie Wnt 8h et 24h apres une
expérience de strie. Les cellules MSC80 a confluence sont striées, puis une étroite bande de cellules
entourant la strie est prélevée pour doser la variation d’expression des genes de la myéline PO et PMP22

ainsi qu’une partie des genes de la voie Wnt. **p<0,01 apres t-Test ; n=4

Huit heures apres la 1ésion, seule I'expression de PO est induite (175%), aucun effet n’est
observé sur PMP22. La totalité de I'expression des membres de la voie Wnt canonique
est inchangée. L'induction du géne codant pour PO pourrait s’expliquer par le réservoir
d’acteurs de la voie Wnt déja disponibles au sein de la cellule. Cet effet tres rapide (8h)
ne se traduirait alors pas encore par une transcription augmentée des membres de la

voie Wnt.

Nous avons réalisé cette méme analyse 24h apres la lésion. L'induction de PO est
maintenue et méme légérement augmentée par rapport a 8h (219%). L’expression du
deuxieme gene de la myéline est elle aussi induite (169%). L’observation de I'expression
de quelques membres de la cascade canonique traduit un allumage de la voie Wnt/p-
caténine en réponse a la 1ésion mécanique. La totalité des genes de la voie étudiée ont
une expression augmentée (150% pour TCF3, 215% pour Dvl3, 158% pour B-caténine
et 143% pour la cycline D1) a I'exception du facteur de transcription TCF3. Il se pourrait

que les autres membres des TCF/LEF (TCF1, TCF4 ou LEF1) soient augmentés.
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Nous avons aussi vérifié 'état de phosphorylation de la GSK3p par Western Blot, 8h et
24h apres la strie, a la suite ou non de d'une induction au LiCl. Lorsque la voie Wnt est
activée, la GSK3p est phosphorylée par Dvl afin d’étre dégradée. 1l existe plusieurs sites
de phosphorylation. Nous avons étudié la sérine en position 9 qui est particulierement
exposée a I'action de Dvl. L’état de phosphorylation de la GSK3f n’est pas modifié a 8h
(non montré) tandis qu'a 24h (Figure 45), on constate une augmentation de la
phosphorylation de la GSK3f apres traitement par le LiCl. La lésion a aussi augmenté la
quantité de GSK3p totale et phosphorylée, alors qu’'un traitement par le LiCl apres la

lésion ne semble pas modifier I'état de phosphorylation de la GSK3§.

T LiCl Scratch Scratch + LiCl
P-GSK3B — - e
T-GSK3p i L c— ———
GAPDH | — — - -

Figure 45: Variation de la quantité de protéine P-GSK3 24h apres une strie. (P) forme phosphorylée
de la GSK3, (T) Forme totale de la GSK3f. La quantité de GSK3f phosphorylée est augmentée a la suite
d’'un traitement au LiCl, d'une strie et d'une strie traitée au LiCl. Ce western blot est représentatif de
I'expérience réalisée trois fois.

Ces expériences de strie d'un tapis confluent de cellules de Schwann peuvent constituer
un bon modele d’étude in vitro du phénomene de 1ésion. En effet, avec ce modele nous
nous placons en dehors du contexte de démyélinisation qui fait intervenir la réponse
inflammatoire et l'importance des signaux qui y sont mis en jeu. Au cours de ce
phénomeéne de remyélinisation, on assiste a la ré-activation de la voie Wnt/pB-caténine

24h apres la lésion mécanique et a I'induction des génes de la myéline PO et PMP22.

Le chlorure de lithium que nous avons utilisé a la fois sur une large plage cellulaire et
pour une fine bande exerce son action inhibitrice sur la GSK3fp pour des résultats
différents. Au cours de la premiere partie de cette étude, la réponse cellulaire a la lésion
meécanique (scratch seul) est diluée dans un trop grand environnement. Le lithium agit
sur 'ensemble des cellules dont la grande majorité est éloignée de la strie. Dans un
second temps, nous avons considérablement restreint notre surface d’étude. La réponse
a la lésion, a la remyélinisation (scratch seul), est mieux percue et plus finement

détectée.
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Afin de nous assurer que l'augmentation de I'expression du gene de la myéline PO ne
passe pas par un effet prolifératif sur les cellules de Schwann, nous avons réalisé des
expériences de comptage cellulaire dans chacune des conditions. Le chlorure de lithium
n’induit pas de prolifération cellulaire. Ce dernier point est appuyé par I'observation des
photographies (Figure 46) prises a quatre temps différents (0, 24, 48 et 72h) montrant
que la zone libre de cellule créée par la strie est comblée plus rapidement sans
I'inhibiteur de la GSK3p. Par ailleurs, nous avons pu constater que la viabilité (mesurée
par la résistance de la membrane de cellules sous l'effet d'un champ électrique)

cellulaire n’était altérée ni par la 1ésion mécanique ni par 'ajout de 'inhibiteur du LiCl.

Licl ™

Figure 46: Recouvrement d’une strie de cellules MSC80 en fonction du temps et de I'induction au
LiCl. Des photographies (x10) d’une strie de cellules MSC80 sont prises a Oh, 24h, 48h et 72h en présence
ou non de LiCl (10mM).

Ainsi, grace a ce modele in vitro nous avons pu montrer que la voie Wnt/f-caténine est
réactivée 24h apres la lésion ce qui a pour conséquence d’'induire I'expression des deux
genes de la myéline, PO et PMP22. Par ailleurs dans ce contexte précis, le chlorure de
lithium n’a pas d’action synergique sur la régulation des genes de la myéline. En
revanche, sur une plus grande zone d’étude, il a la capacité d'induire I'expression des
genes de la myéline en inhibant la GSK3p. Ces observations nous poussent a explorer le
comportement des CS dans le cadre d'une remyélinisation in vivo ainsi que les effets que

peut avoir le LiCl chez la souris.
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3. Effets du Chlorure de lithium sur remyélinisation apres
1ésion in vivo (article 2)

Au cours de ce travail, nous avons voulu évaluer les effets du chlorure de lithium dans
plusieurs conditions pathologiques. Dans un premier temps, nous avons utilisé un
modele de souris dont I'un de ses nerfs faciaux est pincé. L’injection de chlorure de
lithium accéleére la récupération fonctionnelle du battement des vibrisses par rapport au
cas témoin. Par ailleurs, le lithium rétablit les structures de la gaine de myéline et induit

I'expression des geénes de la myéline PO et PMP22.

Dans un second temps et en collaboration avec I'équipe du Dr.Sereda (Max Planck
Institute of Experimental Medicine, Goettingen, Germany) notre étude s’est portée sur le
nerf sciatique de souris. La encore le LiCl permet la remyélinisation en induisant

I'expression des genes de la myéline et rétablissant les structures de la gaine.

Nous avons également montré in vitro dans les CS de souris que le lithium induit
I'expression des genes et des protéines de la myéline mais aussi I'expression de la -
caténine et sa translocation au noyau. Ce mécanisme passe par une augmentation de la
fixation de la B-caténine sur les éléments de réponse aux TCF/LEF localisés dans les

promoteurs des genes PO et PMP22.
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Abstract

GSK3p inhibitors, especially the mood stabilizer Lithium Chloride (LiCl), are also
used as neuroprotective or anti-inflammatory agents. We studied the influence of LiCl
on myelination, and remyelination in the peripheral nerve. We showed that the
treatment of adult mice with LiCl after facial nerve crush injury stimulated the
expression of myelin genes, restored the myelin structure and also accelerated the
recovery of the whisker movements. LiCl treatment was also able to provoke the
remyelination of sciatic nerve after crush. We also demonstrated that peripheral myelin
genes MPZ and PMP22 promoter activities, transcripts and protein levels are stimulated
by GSK3f inhibitors (LiCl and SB216763) in Schwann cells and in sciatic nerve. LiCl
exerts its action in Schwann cells by increasing the amount of beta-catenin and
provokes its nuclear localization. We showed by ChIP experiments that LiCl treatment
drives beta-catenin to bind to TCF/LEF response elements identified in myelin genes.
Taken together, our findings open new perspectives in the treatment of nerve

demyelination by administering GSK3{ inhibitors like lithium.

Keywords: Lithium Chloride / Myelin / peripheral myelin genes / Schwann cells
/ GSK3B / Wnt/beta-catenin signaling pathway
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Introduction

Myelin is essential for the rapid conduction of axonal impulses. Myelination,
elicited by Schwann cells, is a complex and fine-tuned process. Peripheral myelin gene
expression (Myelin Protein Zero (MPZ), Peripheral Myelin Protein 22 (PMP22)) is
tightly regulated [217]. Myelin gene expression is stimulated during the myelination
process, which occurs in rodents between postnatal days 0 (PO) and 21 (P21) [218].
Afterwards, those genes are expressed at lower levels in order to maintain myelin
turnover. They are re-stimulated only after nerve injuries to initiate remyelination

[219].

Peripheral nerve injuries are a usual problem in clinical medicine and the
functional outcomes are often poorly satisfactory. Demyelination can occur as a result of
neuronal or Schwann cell injury and is usually accompanied or followed by axonal
degeneration. Acquired neuropathies may be due to aberrant immune responses, local
injury, ischemia, metabolic disorders, toxic agents, or viral infections. To date only few
therapeutic treatments are available. They are mostly based on anti-inflammatory

agents.

Few cellular signals are known to directly regulate the expression of myelin genes.
For instance, we have shown that Wnt/beta catenin signaling pathway is a direct driver
of myelin genes expression [220]. Wnt activation inhibits glycogen synthase kinase
3b (GSK3[) enzyme and prevents beta-catenin degradation. The stabilized beta-catenin
is translocated into the nucleus, where it regulates gene transcription by interacting
with transcription factors called the T-cell factor/lymphoid-enhancer factors (TCF/LEF
or TCFs).

Lithium is an enzymatic inhibitor of GSK3f, and thus mimics Wnt/beta catenin
signaling pathway. This drug is widely used as a long-term mood stabilizer for the
treatment of bipolar and depressive disorders [221]. Growing evidence demonstrates
that lithium has neuroprotective [222] and anti-apoptotic [200] properties, thus, it can
be used as a treatment in several neurodegenerative diseases (Huntington’s disease
[223], Alzheimer’s disease [224], Parkinson’s disease [225], and also in experimental

autoimmune encephalomyelitis (an animal model of multiple sclerosis) [198].
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In this article, we report several lines of evidence that the inhibitors of GSK3f (LiCl
and SB216763) enhance peripheral myelin gene expression in vitro and in vivo via the
binding of beta-catenin to TCF/LEF transcription factors present in the vicinity of
PMP22 and MPZ promoters. Most strikingly, LiCl administration to mice after a crush of
the facial nerve, that provokes the paralysis of whiskers, elicited a rapid recovery of
their movements. This recovery is concomitant with the stimulation of myelin genes
expression and the restoration of the myelin sheath structure around the axons. LiCl
also provoked the remyelination of axons after nerve crush of the sciatic nerve.
Consequently, our findings open new perspectives in the treatment of demyelinating

diseases by administrating GSK3f inhibitors like lithium.
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Results

LiCl administration accelerates the functional recovery and ameliorates the

phenotype of the facial nerve after nerve injury

Our aim is to assess the outcome of the administration of LiCl, a widely used
inhibitor of GSK3f (IC50=10 mM), after motor nerve injury. Therefore, we developed in
mice, a model of facial nerve-crush that provokes a local demyelination and
consequently a complete palsy of the ipsilateral (crushed) whiskers and an absence of
ipsilateral blink reflex. The left facial nerve of eight-weeks old mice was crushed while
the right one remained intact to serve as a control (Fig. 1A). We then analyzed by means
of Whisker Watcher device the angular velocity of the ipsilateral whiskers movements
before and after the crush at different post-lesion time-points (Day post-injury 3 (DPI3),
DPI8, and DPI14) in two groups of animals: a group of animals treated with LiCl (IP
injection, 50mg/kg/day during 4 days after the nerve-crush) and a group of animals

treated with PBS during a similar period of time (placebo) (Fig. 1A).

The mean angular velocity of the whiskers was 56.44°/s in normal animals, and it
fell to 0.2°/s at DPI3 in nerve-crushed animals, indicating a dramatic alteration of
whiskers movements after facial nerve injury (Fig. 1B). The placebo-treated animals
recovered slowly: 8 days after the nerve crush, the velocity was 7.96°/s, and at 14 days,
the whisker movements did not reach normal levels ((44.99°/s) vs (56.44°/s for normal
animals)). Interestingly, the ip LiCl administration after the facial nerve-crush
accelerated the functional recovery during the first eight days post-lesion. The angular
velocity was significantly improved after 3 days of treatment with LiCl: 3.48°/s (LiCl)
versus 0.2°/s (placebo). At 8 days, we also observed an improvement in the movements
of the whiskers that became merely normal (43.08°/s (LiCl) versus 7.96°/s (Placebo). At
14 days, we can consider that the animal recovered completely because we did not have
any significant mean angular velocity difference between the stage normal animals

(56.44°/s) and LiCl-treated animals (54.78°/s).

Afterwards, we analyzed the structure of facial nerve at DPI8 by electron
microscopy. At this time point, the LiCl-treated animals almost recovered while placebo-
treated animals failed to recuperate. The crushed-nerves of LiCl-treated mice exhibited a

thicker myelin sheath (Fig. 1C) suggesting a nerve remyelination. This assumption is
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comforted by the calculation of the g-ratio (axon diameter/myelin sheath diameter). The
g-ratio of placebo treated animals (0.84+/0.01) was significantly higher than that of
LiCl-treated animals (0.75+/-0.01) (Fig. 1D). Furthermore, the percentage of myelinated
axons is doubled after LiCl treatment (23,31 +/- 3,05 (Placebo) vs 47.64+/- 3.69 (LiCl
treated animals, p<0.001) (Fig. 1E). We have analyzed by RT-qPCR the expression of
myelin genes. The administration of Lithium enhanced by 2-fold the transcripts of MPZ
and PMP22 at DPI3 (Fig. 1F). At DPI8, LiCl did not enhance the expression of myelin
genes. In conclusion, our results indicate that LiCl accelerates the functional recovery of
whiskers movements after facial nerve crush injury and ameliorates the nerve

phenotype.

LiCl administration enhances remyelination of the sciatic nerve after nerve injury.

To confirm the remyelinating effect of LiCl on another peripheral nerve, we
performed a nerve crush of sciatic nerve of 8-weeks old mice. Two weeks after the nerve
crush, we have treated the animals with LiCl (0.2%) in drinking water during 7 days
(Fig. 2A). The administration of LiCl in drinking water is a more clinical relevant setting,
since patients receive lithium orally. One week later the animals were sacrificed and we
have performed real-time PCR to analyze the effect of LiCl on myelin gene expression,
and histological study to observe the effect of LiCl administration on nerve shape. As
expected LiCl treatment enhanced the mRNA expression of MPZ (3-fold) and PMP22 (6-
fold) (Fig 2B) comparing to placebo treated mice. Furthermore, the crushed-nerves of
LiCl-treated mice exhibited a thicker myelin sheath (Fig 2C) suggesting a nerve
remyelination. This observation was confirmed by the fact that the g ratio of LiCl-treated
mice was lower than that of placebo-treated ones (Fig. 2D). LiCl-treated mice did not
show any alteration in the axon diameter compared to controls (not shown). Taken
together, our observations demonstrate an increase of myelin sheath diameter around

the axons of sciatic nerve in LiCl-treated mice vs. placebo ones.
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The pharmacological inhibition of GSK3 activates myelin gene expression

To examine if LiCl has a direct impact on Schwann cells and on myelin gene, we
incubated Schwann cell line (MSC80) with LiCl (10mM). LiCl did not elicit any significant
effect on MPZ or PMP22 transcripts from 1h to 8h of treatment, but this drug stimulated
by 3-fold MPZ transcript after 24 hours of incubation (Fig 3A). Interestingly, LiCl
stimulation lasted longer. When MSC80 cells were incubated with LiCl for 48h and 72h,
we observed a 20-fold and 54-fold stimulation of MPZ transcript, respectively (Fig. 3A).
Stimulation of PMP22 transcript (2.5-fold) was also observed but to a lesser extent than
MPZ (Fig. 3A).

These results were confirmed at the protein levels. As shown in Figure 3B, MPZ
protein level was enhanced after 24h and 48h of LiCl treatment. This observation is in
accordance with the increase of MPZ transcript. Nevertheless, MPZ protein stimulation
fell down after 72h of treatment with LiCl. Such a discrepancy between MPZ transcript
overexpression and protein decrease was already described [226, 227]. The increase in
PMP22 protein expression was time-dependent. LiCl slightly enhanced PMP22 protein
expression at 24h. A clear induction of PMP22 protein was observed after 48h and 72h
of treatment with LiCl.

Similarly, LiCl was able to enhance myelin gene expression in Schwann cell primary
cultures. As depicted in Figure 3C, LiCl augmented protein expression of MPZ and
PMP22 in primary Schwann.

To confirm the implication of GSK3f3 in the regulation of myelin genes, we used
SB216763, a more potent and selective inhibitor of GSK3f. MSC80 cells were incubated
with SB216763 (10uM) during 3h, 6h or 24h. The expression of MPZ and PMP22
proteins was enhanced after 3h of SB216763 treatment and lasted up to 24h (Fig 3D).

LiCl enhances the expression and nuclear localization of beta-catenin without
affecting Akt signaling

LiCl is an inhibitor of GSK3f, which is at the crossroads of several signaling
pathways including Wnt/beta-catenin and Akt pathways. For that reason, we
investigated which signaling pathway is affected in Schwann cell line after their
incubation with LiCl. LiCl treatment did not alter the phosphorylation status of Akt in
MSC8O0 cells, ruling out the intervention of Akt (Fig. 4A). But LiCl stimulated beta-catenin

protein expression in MSC80 cells (from 24h until 72h of treatment) (Fig. 4B), and in
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primary Schwann cells (24h) (Fig. 4C). SB216763 also increased the expression of beta-
catenin after 3h of treatment until 24h (Fig 4D). The mimicking of Wnt/beta-catenin
pathway by LiCl was also confirmed by the 15-fold stimulation of a TOP-FLASH-
luciferase construct by LiCl (Fig. 4E). This promoter contains several binding sites for
TCF/LEF transcription factors that are downstream Wnt/beta-catenin signaling
pathway. LiCl also enhances the expression of Cyclin D1 and Connexin 43 genes, which
are Wnt/beta-catenin target genes (not shown)

Confocal microscopy analysis revealed that in control MSC80, the majority of beta-
catenin was localized in the plasma membrane as well as in the cytoplasm. Only a small
fraction was nuclear (Fig 4F). When the cells were treated with LiCl during 24h, a part of
beta-catenin was transferred into the nucleus. After 48h and 72h of LiCl treatment, beta-
catenin was localized in the cytoplasm, cell membrane and the nucleus. Thus, the
incubation of MSC80 cells with LiCl triggers the relocalisation of a fraction of beta-

catenin into the nucleus.

Taken together, these results demonstrate that in Schwann cells, LiCl is able to
mimic Wnt/beta-catenin signaling pathway [228], without affecting Akt

phosphorylation.

LiCl promotes beta-catenin recruitment on TCF/LEF binding sites on myelin gene
promoters

We investigated the incidence of LiCl treatment on the regulation of myelin gene
promoters by transfecting MSC80 cells with MPZ-luc or PMP22-luc constructs and
incubating them with LiCl (10mM) during 24h. As shown in Figure 54, LiCl enhanced by
4-fold and by 3-fold the transactivation of MPZ-luc and PMP22-luc constructs,
respectively.

We also performed ChIP experiments to identify the molecular targets of LiCl on
the level of MPZ and PMP22 promoters. We have already shown that MPZ and PMP22
promoters contain active TCF/LEF-binding sites (Fig. 5B and C) [220]. ChIP analysis
demonstrated that beta-catenin recruitment by TCF/LEF binding domain (localized -
8487/-8471bp on the level of the MPZ promoter) was enhanced by 15-fold after 1h of
LiCl treatment. Concerning the PMP22 promoter, we identified a potential binding site of
TCF/LEF in position +107/+124. ChIP assays showed that beta-catenin recruitment

increased by  30-fold after one hour of incubation with  LiCL
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Discussion

Glycogen synthase kinase 3 (GSK3[3) is emerging as a prominent drug target in the
central nervous system [229], in anticancer therapy [230] and also in diabetes. Lithium,
a well-known inhibitor of GSK3f, is commonly used in the treatment of bipolar disease
as a mood stabilizer [197, 231]. Recent in vitro and in vivo studies have demonstrated
that lithium can be used in the treatment of acute brain injuries (ischemia, brain trauma)
and in neurodegenerative diseases (Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, multiple
sclerosis and Huntington’s disease) [198, 199]. Therefore, lithium has a neuroprotective
effect by preventing neuronal death and stimulating neurogenesis [200]. For example, in
primary neuronal cultures, lithium protected neurons from apoptosis induced by
excessive glutamate [202]. Low doses of lithium were also shown to decrease striatal
lesion induced by a NMDA receptor agonist, in a rat excitotoxic model of Huntington'’s
disease [223] and to reduce tau hyper-phosphorylation which is a pathological hallmark
of Alzheimer’s disease [224], through inhibiting GSK3(, Akt [183], protein kinases A
[232] and C pathway [233]. Neuronal death induced by Parkinson’s disease toxins is also
blocked by lithium treatment in vivo and in vitro [225]. Lithium is not only known to
decrease brain damages, but also to promote survival, proliferation and neuronal
differentiation of neural progenitor cells in vitro and after transplantation for treating
spinal cord injury [234]. Lithium treatment enhances the expression of cell survival
genes like Bcl-2, Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Hsp70, beta-catenin and
CREB [201-203]. This drug also attenuates the expression or activity of pro-apoptitic
genes like Bax, caspase, cytochrome c and f3-amyloid peptide. Lithium has also an anti-
inflammatory potential in the brain [235]. Lithium reduces microglia activation, and
leukocyte infiltration in the spinal cord in EAE, suggesting its possible use in MS [198].
Nevertheless, the effect of LiCl or GSK3f inhibitors on myelination or remyelination of
the peripheral nervous system is still unexplored. This issue is of high importance in

order to use this drug to enhance remyelination after nerve injury.

Therefore, we performed nerve-crush of the facial and sciatic nerves to study the
effect of LiCl on remyelination after myelin injuries. In the model of facial nerve crush,
LiCl administration accelerated the recovery of the movements of the whiskers of
injured animals. Eight days after the crush, lithium treated animals practically totally

recovered, while placebo treated ones still had a palsy of the whiskers. LiCl greatly
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ameliorated the phenotype of the lesioned nerve: it enhanced the expression of myelin
genes, and increased the thickness of the myelin sheaths as indicated by the decrease of
the g ratio. Consequently, after LiCl administration, the number of myelinated axons is
doubled. We obtained comparable results in another peripheral nerve, the sciatic nerve.
LiCl administration in drinking water ameliorates sciatic nerve phenotype, increased
myelin sheaths thickness and enhanced myelin gene expression. These encouraging
results demonstrate that the administration of lithium either by injection or orally (like

in the case of patients) have beneficial effects in the treatment of myelin injuries.

But does LiCl exert its positive effects on Schwann cells? To address this question,
we performed in vitro experiments in primary cultures of Schwann cells and in MSC80
cell line. After 24h, LiCl stimulated MPZ and PMP22 promoters, transcripts and proteins.
Interestingly, in MSC80 cells, LiCl enhanced myelin gene expression after 48h and 72h of
treatment. We obtained a robust stimulation of MPZ mRNA (20-fold at 48h and 50-fold
at 72h). This stimulation was of a lesser extent at the level of the PMP22 protein,
probably due to post-transcriptional regulation of PMP22 mRNA. The kinetic of
stimulation of MPZ and PMP22 by two diverse GSK3f inhibitors (SB216763 and LiCl)
was different. While SB216763 rapidly stimulated MPZ (i.e. after one hour of treatment),
LiCl activated MPZ expression only after 24h. This discrepancy may be due to the fact
that these drugs have different potency in inhibiting GSK3f. Actually, LiCl has an IC50=10
mM, while SB216763 is a more potent and selective inhibitor (IC50=34 nM). The
treatment of cells with LiCl did not trigger any modification in the phosphorylation state
of Akt, but enhanced the expression and nuclear localization of beta-catenin and
stimulated a TCF/LEF containing promoter (TOP-FLASH). Therefore, the stimulation of
MPZ and PMP22 is not due to the activation of the Akt pathway but via the beta-
catenin/TCF signaling. The nuclear stabilized beta-catenin binds to TCF/LEF
transcription factors present in the vicinity of PMP22 and MPZ promoters as suggested
by ChIP assays. Those observations are in accordance with our previous results showing

that Wnt/beta-catenin pathway is essential for myelin gene expression [220].

In conclusion, Lithium is known to exert several beneficial effects on axonal
regeneration and our data demonstrate that it also has remyelinating effects. Therefore,
this molecule could constitute a potential treatment for nerve injuries where axonal

lesions and demyelination coexist. Our results provide new evidence that the GSK3[3
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could be considered as an important actor in the expression of myelin genes, and they
open novel perspectives in the treatment of nerve injuries by using inhibitors of GSK3f

like lithium.
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Materials and Methods
Cell culture

The mouse Schwann cell line (MSC80) was maintained in Dulbecco’s minimal
essential medium (DMEM) supplemented with 10% decomplemented fetal calf serum
(Hyclone-Perbio), 100U/mL penicillin, 100mL/mL streptomycin (Gibco) and 0.5pg/mL
fungizone (Gibco). All cultures were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO2. Primary Schwann cells were isolated from the sciatic nerves as described by Tawk

et al [220].

Plasmids and chemicals

MPZ-luc was graciously provided by Dr G Lemke (San Diego, USA), PMP22-luc by
Dr P Patel (Houston, USA) and TOP-FLASH-luc plasmid by Dr RT Moon (Washigton,
USA). LiCl and SB216763 were purchased from Sigma-Aldrich (France).

Transient transfections

MSC80 cells were transiently transfected using Effecten reagent (QIAGEN) as
described by Makoukji et al [227]. Sixteen hours after transfection, the medium was

replaced by DMEM containing or not LiCl or SB216763.

Quantitative and semi quantitative RT-PCR experiments

Total RNA from cultured cells or nerve was obtained using Trizol® reagent
(Invitrogen, France). One pg was reverse transcribed with random primers from
Promega (Charbonnieres, France) and reverse transcriptase M-MLV-RT from Invitrogen

(Cergy Pontoise, France).

Quantitative real time PCR was performed with standard protocols using
SYBR®Green ROX Mix (ABgene, France) as a fluorescent detection dye in ABI PRISM®
7000 as described by [227]. The primer sequences used in real time PCR are listed

below:
MPZ F 5’"GTCAAGTCCCCCAGTAGAA3’

MPZ R 5’AGGAGCAAGAGGAAAGCAC3’
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PMP22 F 5’AATGGACACACGACTGATC3’
PMP22 R 5’CCTTTGGTGAGAGTGAAGAG3’
26S F 5’AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAAATY
26S R 5’GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG3’
Connexin 43 F 5’TCCACTCTCGCCTATGTCT3’
Connexin 43 R 5’GTAGTTCGCCCAGTTTTGC3’
LEF4320 F 5’TCTCTGGACAGAAAATGGAC3’
LEF4320 R 5’TTAACTCCTGGCAATCCTG3’
LEF1318 F 5’GGTCCTGAGTTCAAATCCC3’

LEF1318 R 5’GAACCTTCATCTGTTGTTGG3’

Western Blot

Western Blots were performed as described in Tawk et al [220]. Primary
antibody against beta-catenin (mouse monoclonal) was purchased from Millipore.
Primary antibodies against MPZ (rabbit polyclonal) and PMP22 (rabbit polyclonal),
were purchased from Abcam, B-catenin (mouse monoclonal) from BD Biosciences.
Secondary antibodies used for western blotting were: HRP-conjugated goat anti-mouse
IgG and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Upstate). Secondary antibodies used for
immunofluorescence were Alexa 488 goat anti-mouse purchased from Molecular

Probes.

Immunocytochemistry

MSC80 cells were grown at the density of 0.4 x 10> cells in two-well glass slides
(Lab-Tek Brand, Nalge Nunc International, Naperville, IL). Eighteen hours later, the cells
were incubated with LiCl (10 mM) for 24, 48 and 72 hours. Cells were then fixed with
paraformaldehyde (4%) for 20 minutes. After three washes with PBS (1X), cells were

permeabilized with Triton X100 (1%) for 30 minutes. Then, cells were incubated with

142



primary antibodies against beta-catenin (dilution 1:250) overnight at 4°C, and then
labelled with conjugated antibodies (dilution 1:500) for 1 hour in the dark at room
temperature. The slides were imaged using a confocal microscope LSM510 (Carl Zeiss
Inc.) with a 20x or 40x (NA:1.2) lens and sequential excitation was performed with laser
lines 488 nm (Ar.lon laser) and 633 nm (HeNe laser). The DNA dye TO-PRO-3 (red) was

used to identify the nuclei.

Chromatin immunoprecipitation

MSC80 cells, treated with LiCl for 1h, were fixed with 1% formaldehyde added to
the medium for 10 min, scraped, and collected by centrifugation. ChIP experiments were

performed using beta catenin antibody as described in Tawk et al [220].

Facial nerve crush
A. Animals and drug treatment

These experiments were performed on eight-weeks old male adult C57blé
pigmented mice (30-35 g) obtained from R. Janvier (Le Genest-St-Isle, France). The
experiments were done in accordance with the requirements of the French “Ministere
de I’Agriculture et de la Péche” Décret no. 87-848, and to the European 7 Communities
Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC). Each experiment was made to

minimize both the number and suffering of animals.

B. Facial nerve crush

Mice were anesthetized using a mixture of ketamine (0.5 ml), and Xylasine (1ml),
and the left facial nerve near its exit from the stylomastoid foramen was exposed and
crushed by applying a pressure of 5 seconds using a forceps on the trunk of the facial
nerve up to its division in superior and inferior branches. After surgery, the wound site
was closed and animals were allowed to recover. Non-operated mice were used as

controls. All the crushes were made by the same surgeon to minimize the variation of
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the crush in between the different animals. Following injury, the animals displayed a
unilateral facial palsy with return of some movements of eyelids and whisker

movements after 14 days.

C. Behavioral study

Mice received a treatment after the nerve lesion: a 50mg/kg/day injection i.p. of
LiCl (n=6 per group) during four days. The control or placebo (n=6) received an
injection of PBS 0,1M. The movements of the whiskers were quantified at the four

recovery times (DPI3, DPI8, and DPI114).
Procedures used with the whisker watcher

The beginning of the quantification of the whiskers movements was performed
one day after the facial nerve crush. For that purpose, a device was fixed under general
anesthesia (ketamine-xylazine) to the mice’s skull using dental cement (SuperBond, Sun
Medical). This device allowed us to directly attach the head of the mice and to restrain

head movements.

The animals were then anesthetized by isoflurane and attached to the stand to block
head movements to avoid recordings of parasite movements. The stand is composed of a
cylinder in which the mouse is placed and of a rod enabling the fixation of the animal. A
silver adhesive foil was then placed on vibrissae of the third rank of the left side. A
sensitive camera placed above the vibrissae allowed the detection of all vibrissae
movements (Whisker-watcher, Arrington Research, Inc.). The mice were stimulated
either with food or air breeze in the eyes. Every mouse was recorded at least 6 times for
each day by the Whisker Watcher software. The data collected corresponded to the
position Y and position X (providing the two-dimensional coordinates of the marker in
mm), the angle variation of the vibrissae (degree) and the angular velocity

(degree/second).
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Sciatic Nerve Crush Injury

Mice were housed in a temperature-controlled room with a 12 hrs light/dark
cycle. All experiments were performed on age-matched male mice. All aspects of animal
care and surgical procedures were approved by the Regional Ethic Committee
(authorization CE2-04) and followed the National Institutes of Health guidelines for care
and use of laboratory animals at Washington University. Adult 8-weeks old male mice
were anesthetized, and the right sciatic nerve was crushed by using fine forceps (needle
holder 13cm smooth (FST, Germany) for 40 sec just distal to the sciatic notch. As a
control, the contralateral side was exposed but remained uninjured. Following the
specified length of time, the mice were Kkilled for the immediate collection of tissues for

histology or RNA isolation.

Methylene blue/Azur Il staining and transmission electron microscopy

Mice were deeply anesthetized by intraperitoneal injection of 40 mg/kg ketamine
and 30 mg/kg xylazine and then intracardially perfused with 4% paraformaldehyde,
2,5% glutaraldehyde, and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Tissues were dissected and
immersed in the same fixative solution at 4°C overnight, washed in phosphate buffer,
postfixed in 2% osmium tetroxide, dehydrated in graded ethanol series, and embedded
in epoxy resin. Semithin sections were cut with a glass knife at (0,5-1um) and stained
with methylene blue/azur II. For electron microscopy, ultrathin sections (50-90 nm)
were cut on an ultramicrotome (8800 Ultrotome III, LKB Bromma) and collected on 300-
mesh nickel grids. Staining was performed on drops of 4% aqueous uranyl acetate,
followed by Reynolds’s lead citrate. Ultrastructural analyses were performed in a JEOL
jem-1011 electron microscope and digitalized with DigitalMicrograph software. Electron
microscope. Image acquisition was performed on the Cochin Institute Imaging Facility.
Electron microscopy images were used for calculating the g-ratio and axon perimeter
using NIH Image] software. At least 100 randomly selected axons were analyzed per
animal. At least three animals were used per genotype. Healthy axons were defined on

the basis of the presence of intact membranes and the normal complement of organelles.
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Statistical analysis

Unless otherwise specified, means of treatment groups were compared with one-
way variance analysis (ANOVA). When the ANOVA showed that there were significant
differences between the groups, Tukey’s test was used to identify the sources of these
differences. A p value < 0.05 was considered statistically significant. The variations of
the angular speed were submitted to a statistical analysis by the Kruskal-Wallis test. The

results are significant if p <0.05.
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Legends
Figure 1: Effect of LiCl administration on functional recovery of the whiskers
and on the phenotype of the facial nerve after the nerve-crush.

(A) Nerve crush of the left facial nerve was performed in wild type mice at the age
of eight weeks via a forceps applying a standardized pressure for 5 seconds. One group
received directly after the nerve-crush an ip injection of LiCl (50mg/Kg/day for four
days) (LiCl). The other group received PBS injection as a placebo (Pl). Normal animals

(Control) were not nerve-crushed.

(B) The mean angular velocity of the whiskers movements of all animals was
analyzed by means of WhiskerWatcher software. Results are expressed in
degree/second (°/s). They are the mean of 6 animals per group; the angular velocity of
the whiskers of each animal was analysed three times. ***p<0.005 using Kruskal-Wallis

test.

(C) Eight days after the facial nerve crush, the facial nerve was isolated. Ultra-thin
(50-90 nm) cross-sections were prepared from epon-embedded adult facial nerves and
stained for myelin.

(1 and 2) low magnification electron micrographs of section of facial nerve from
placebo- compared to lithium-injected nerve-crushed animals : scale bar = 2um.
(3 and 4) High magnification electron micrographs of a representative axon from
placebo- compared to lithium-injected nerve-crushed animals. Scale bar = 1pm.

(5 and 6) High magnification electron micrographs of myelin layers from placebo-
compared to lithium-injected nerve-crushed animals. Scale bar = 100 nm.

(D) Myelin thickness was estimated by g-ratio (axonal perimeter/outer
perimeter) determination using electronic microscopy pictures obtained from
facial nerves (12 images per animal, 3 animals per condition). Data are given as
means + SEM.

(E) The percentage of myelinated axons per um? was calculated using
electronic microscopy pictures. Three animals per condition were used. Data
are given as means = SEM.

(F) Facial nerves were dissected three days after the crush. Total RNA was
extracted and quantitative real time PCR experiments were performed using

primers recognizing PMP22, MPZ genes. The RT-qPCR was normalized using
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26S and GAPDH RNA. *p<0.05 and **p<0.01 by Mann-Whitney’s test when

compared to control.

Figure 2: Effect of LiCl on the remyelination of sciatic nerve after nerve crush.

(A) Nerve crush of the right sciatic nerve was performed in mice at the age of

eight weeks via a forceps applying a standardized pressure for 40 seconds. One group
received 2 weeks after nerve crush 0,2% Lithium Chloride (LiCl) for seven days. All
animals were sacrificed four weeks after the nerve crush and the sciatic nerves were

analyzed.

(B)  Sciatic nerves distal to crush were dissected. Total RNA was extracted and
RT-qPCR experiments were performed using primers recognizing MPZ and PMP22. The
RT-gPCR was normalized using 26S RNA. *p<0.05 and **p<0.01 by Mann-Whitney’s test

when compared to control.

(@) Electron micrographs of sciatic nerves 4 weeks post crush from placebo

(P1) and LiCl treated mice.

(1 and 2) low magnification electron micrographs of section of sciatic nerve from
placebo- compared to lithium-treated nerve-crushed animals : scale bar = 2.5um.
(3 and 4) High magnification electron micrographs of a representative axon from

placebo- compared to lithium-treated nerve-crushed animals. Scale bar = 1pm.

(D) G-ratio analysis of sciatic nerves from placebo (n=8) and LiCl (n=8)
treated animals 4 weeks post crush. At least 100 axons per animal were quantified on

EM level.

Figure 3: Effect of LiCl on the expression of MPZ and PMP22 in MSC80 cells
and in primary Schwann cells
MSC80 cells were incubated with LiCl (10 mM) from 1 to 72 hours. (A) Total RNA was
extracted and quantitative real time PCR experiments were performed using primers
recognizing MPZ or PMP22. The RT-PCR was normalized using 26S RNA and they
represent the mean +/- SEM of 4 independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 by Mann-

Whitney’s test when compared to control. (B) Proteins were extracted and Western
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blots were performed using either anti-MPZ, or anti-PMP22 antibodies in order to
analyze their expression in these cells. {3-actin was used to normalize the Western blots.
(C) Primary Schwann cells were treated with LiCl (10 mM) for 24 hours. Proteins were
extracted and Western blots were performed using either anti-MPZ, or anti-PMP22
antibodies in order to analyze their expression in these cells. f3-actin was used to
normalize the Western blots. (D) MSC80 cells were treated either with SB216763 (10
uM) for 3, 6 or 24 hours. Proteins were extracted and Western blots were performed
using either anti-MPZ, or anti-PMP22 antibodies in order to analyze their expression in
these cells. f3-actin was used to normalize the Western blots. Results were reproduced at
least in three independent experiments. These figures are the representation of a typical

experiment.

Figure 4: Effect of LiCl and SB 216763 on Akt and canonical Wnt pathways in
MSC-80 cells and in primary Schwann cells.

(A) MSC80 cells were treated with LiCl (10 mM) during 24h, 48h and 72 hours.
Western blots were performed using anti-AktP or anti-Akt total antibodies in order to
analyze its expression in these cells. {3-actin was used to normalize the Western blots.
These results were reproduced in three independent experiments.

(B) MSC80 cells were treated with LiCl (10 mM) during 0, 24h, 48h and 72 hours.
Western blots were performed using anti-beta-catenin antibody in order to analyze its
expression in these cells. f3-actin was used to normalize the Western blots.

(C) Primary Schwann Cells were treated with LiCl (10mM) for 24 hours. Western
blots were performed using anti-beta-catenin antibody in order to analyze its expression
in these cells. f3-actin was used to normalize the Western blots.

(D) MSC80 cells were treated with SB216763 (10 uM) for 3, 6 or 24 hours.

The Western blots were reproduced at least in three independent experiments.
These figures are the representation of a typical experiment.

(E) MSC80 cells were transiently transfected with TOP-FLASH-Luc plasmid. Sixteen
hours after transfection, cells were incubated with LiCl (10 mM) for 24h, and then beta-
galactosidase and luciferase activities were analyzed. Results are expressed as the
induction over the basal activity, they represent the mean +/- SEM of at least 11
independent assays performed in duplicate. ***p<0.001 by Mann-Whitney’s test when

compared to control.
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(F) MSC80 cells were incubated in the absence (control) or in the presence of LiCl
(10 mM) during 24h, 48h and/or 72h and then monitored by confocal microscopy to
localize beta-catenin (Alexa 488: green) or nuclei (Tropo3, red). This experiment was
repeated three times, and a typical experiment is presented here. Upper panels : low
magnification (x40), bar scale: 20 pm. Lower panels : high magnification (x63), bar scale

: 10pm.

Figure 5: Effect of LiCl on MPZ and PMP22 promoters.

(A) MSC80 cells were transiently transfected with MPZ-Luc or PMP22-Luc
plasmids. Sixteen hours after transfection, cells were incubated with LiCl (10 mM) for
24h, and then luciferase and beta-galactosidase activities were analyzed. Results are
expressed as the induction over the basal activity, they represent the mean +/- SEM of at
least 11 independent assays performed in duplicate. ***p<0.001 by Mann-Whitney’s test
when compared to control.

Recruitment of beta catenin on the levels of MPZ (B) and PMP22 (C) promoters.
LEF/TCF binding sites were localized in MPZ and PMP22 promoters [220]. Cells were
treated with LiCl (10 mM) for 1h and then subjected to ChIP analysis using control or
anti-beta-catenin antibody. Quantitative real time PCR was performed to detect MPZ and
PMP22 promoter regions including LEF/TCF binding elements.

*%p<0.001 by Tukey’s post hoc test after one-way ANOVA when compared to control.
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La myélinisation est un processus complexe et finement régulé tout au long du
développement. La progression des cellules dans le lignage schwannien est sous le
controle de plusieurs voies de signalisation, dont I'équilibre entre les effets stimulateurs
et répresseurs est essentiel. De plus, les interactions avec I'environnement et en
particulier les cellules nerveuses et leurs prolongements axonaux sont déterminantes
pour l'établissement et le maintien de la gaine de myéline. Enfin, le déréglement de
I'expression des génes de la myéline conduit a des pathologies invalidantes comme la
maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1. La surexpression de 20% du gene PMP22 est

a l'origine de la destruction de la gaine de myéline périphérique.

Ainsi, notre travail s’est porté sur plusieurs questions. D’'une part, il apparait donc
important d’identifier les voies de signalisation mises en jeu pour réguler I'expression
des genes de la myéline aussi bien dans un contexte physiologique que dans des
situations pathologiques. D’autre part, notre travail s’est porté sur le cytosquelette des
cellules de Schwann qui doivent subir d’'importantes modifications du cytosquelette

pour synthétiser la gaine de myéline.

1. Lavoie Wnt/B-caténine régule I'expression des genes de la myéline

Nous avons dans un premier temps, établi la présence des acteurs majeurs de la
signalisation Wnt canonique au sein des cellules de Schwann. Ceci, des récepteurs
membranaires (LRP6), au carrefour de signalisation (Dvl) jusqu’aux facteurs de
transcription terminaux (TCF/LEF et (-caténine). Nous avons démontré que l'induction
de la voie Wnt/p-caténine entrainait I'augmentation du recrutement de la (-caténine
aux niveaux des éléments de réponse aux TCF/LEF provoquant I'induction des génes PO
et PMP22 dans les cellules de Schwann. Par la suite, nous avons évalué la variation
d’expression des genes de la myéline ainsi que des composants de la voie canonique au
cours du développement du nerf sciatique de souris. Dans le modéle in vivo de poissons
zebres mutés pour LRP6 et TCF3 mis au point par le Dr. Tawk (INSERM, U788, Le
Kremlin-Bicétre) nous avons pu démontrer l'implication directe de la voie Wnt
canonique d’'une part dans la régulation de la myélinisation du SNP comme du SNC et

d’autre part dans le processus de myélinisation.
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Récemment, une étude a démontré que la voie Wnt serait dommageable pour la
myélinisation car elle retarde la différentiation des oligodendrocytes [191]. Ce travail

semble contredire nos observations, toutefois plusieurs points méritent d’étre éclaircis :

Tout d’abord, nous avons travaillé avec des cellules de Schwann, cellules
myélinisantes du SNP. A linverse, les auteurs de cette étude ont utilisé des
oligodendrocytes cellules myélinisantes du SNC. Nous pourrions envisager que la voie
Wnt ait des effets opposés dans le CNS et le PNS. Cependant, nous démontrons par
plusieurs approches a la fois in vitro et in vivo que les genes de la myéline centrale sont

aussi activés par la voie Wnt.

De plus, les approches sont différentes, nous avons réalisé des invalidations apres
que les oligodendrocytes et les cellules de Schwann deviennent matures (48h apres
’éclosion) alors que Ye et al invalident des composants de la voie Wnt des le début du
développement avant la multiplication, spécification et différenciation des
oligodendrocytes [191]. Ainsi, la voie Wnt pourrait étre un régulateur négatif de la
différenciation des oligodendrocytes mais aussi par la suite un stimulateur des genes de
la myéline. Ceci n’est pas surprenant, car il est rare qu'une voie unique participe de la
méme facon a toutes les étapes du développement. En effet, les voies de signalisation ont
des effets pléiotropiques comme la voie Notch qui régule différentiellement toutes les
étapes du développement de la lignée schwannienne. Par exemple, au stade
embryonnaire, la voie Notch accélere la différenciation des précurseurs des CS en CS,
tout en controlant leur prolifération. Apres la naissance, la voie Notch régule
négativement la myélinisation [90]. Ainsi, si jamais la voie Wnt s’avererait favorable a la
multiplication, spécification, différenciation puis expression des genes de la myéline ceci
aurait un effet tres délétere car les axones seraient myélinisés avant la naissance ce qui

empécherait le remodelage des synapses et figerait les axones des la naissance.

L’étude menée par Fancy et al souleve plusieurs points de discussion. Les auteurs ciblent
plusieurs protéines différentes (p-caténine, Tcf4, APC...) [3]. Certes, ces protéines
interviennent dans la voie Wnt mais sont aussi susceptibles d’agir dans d’autres voies
(PDGFRa, PI3K/Akt...). D’ailleurs les auteurs eux-mémes font cette remarque dans la
discussion de leur article. Nous avons choisi d’invalider in vivo LRP6 (composant

essentiel et particulier a la voie Wnt/pB-caténine) ainsi que linteraction p-
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caténine/TCF3. De plus, les principaux composants de la voie Wnt (LRP6, Dsh, B-
caténine et TCFs) sont invalidés in vitro. Nos résultats montrent donc, d’'une maniere
inéquivoque, que la voie Wnt est essentielle pour l'initiation de I'expression basale des

genes de la myéline.

2. Lesligands Wnts modulent I’expression des génes de la myéline dans la CS

En parallele de notre travail sur la régulation endogene de I'expression des genes de la
myéline par la voie Wnt/3-caténine, nous avons cherché a connaitre les effets de l'ajout
de ligands Wnts canoniques et non canoniques sur 'induction des génes de la myéline.
Nous avons pour cela employé une approche basée sur l'utilisation de milieux
conditionnés enrichis en ligands Wnts (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6 et Wnt7b).
L’expression du géne PO est augmentée par une partie des protéines Wnts testées,
qu’elles soient ou non canoniques. Bien qu’elle ne soit pas significative, 'expression de
PMP22 semble tendre vers une augmentation. Ces résultats constituent une premiere
caractérisation des effets d'une partie des ligands de la famille Wnt non canoniques

(Wnt4, 53, 6 et 7b) sur la régulation de I’expression des genes de la myéline.

Une des hypotheéses de travail pour tenter d’expliquer la signalisation impliquée dans la
voie Wnt non canonique pourrait étre les facteurs de transcription NFAT. Ces derniers
ont été récemment démontrés comme impliqués dans la régulation du gene de la
myéline PO dans les précurseurs de CS [49]. En particulier I'isoforme NFATc4 est activée
suite a l'activation de la signalisation NRG1/calcineurine. Or, les facteurs de
transcription NFAT constituent 'aboutissement de la voie Wnt calcique. Sous I'effet de
ligands Wnts non canoniques, la concentration intracellulaire en calcium pourrait étre
augmentée et activant par l'intermédiaire de CAMKII les facteurs de transcription NFAT
qui réguleraient I'expression d’'un ou des genes de la myéline. Nous venons a ce titre
d’initier un travail portant sur le rdole de l'invalidation par siRNA des 4 NFAT sur

I'expression des genes de la myéline.

160



3. Les voies Wnts modifient le cytosquelette des CS
a. Effets desligands Wnts

Le processus de myélinisation nécessite a la fois une régulation fine de I'expression des
genes de la myéline mais également d’importantes modifications physiques afin de
permettre le processus d’enroulement et de compaction autour du partenaire axonal. Au
cours de la formation du manchon de myéline grace a une importante activation de la
machinerie transcriptionnelle et protéique, la gaine s’allonge en vue des multiples
enroulements. Ce sont ces derniers que nous avons souhaité étudier, en utilisant
I'approche de milieux conditionnés exprimant différentes protéines Wnts, et en
mesurant I'extension des prolongements cellulaires. De nombreux Wnts utilisés (cinq
sur huit), qu'ils soient canoniques (Wnt3a et 5b) ou non (Wnt4, 5a et 6) induisent un

allongement significatif des extensions cytoplasmique, et ce des 24h.

Dans le cas d’une signalisation canonique, on peut émettre I’hypothese que 'inhibition
de la GSK3f permet de diminuer le taux de MAP1B phosphorylée et ainsi de stabiliser
les microtubules. La stabilisation des microtubules est nécessaire pour éviter les
phénomeénes de catastrophes au cours desquelles la dépolymérisation est rapide et
provoque la rétractation des microtubules. Dans le cas d'une signalisation non
canonique, I'activation de la kinase JNK permettrait la phosphorylation stabilisatrice de
MAP?2 et ainsi de stabiliser les microtubules. Afin de vérifier cette hypothese, il nous
apparait maintenant nécessaire de confirmer par marquage immunologique I'état de

phosphorylation de protéines telles MAP1B ou APC.

Par ailleurs, Wnt pourrait se fixer a un récepteur Ryk (récepteur transmembranaire a
activité tyrosine kinase) et par l'intermédiaire de la signalisation RhoA/Rho kinase
limiter la pousse des microtubules. En effet, il a été récemment montré que cette
signalisation était impliquée dans 'inhibition de la pousse axonale apres une lésion du

SNC [236, 237].

Plus globalement, il apparait essentiel d’étudier les signaux communs aux cellules
nerveuses et aux CS. Dans le cadre de relations réciproques aussi importantes, les
facteurs impliqués peuvent agir sur le devenir des différents types cellulaires présents.
Par exemple, nous avons vu que la signalisation NRG1/ERB2/3 était essentielle pour la

myélinisation des précurseurs des CS. Une étude récente relate que cette méme
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signalisation est impliquée dans les phénomeénes de migration des CS [238]. A la lumiere
de ces découvertes, nous pourrions envisager la signalisation Wnt comme un régulateur
multiple des fonctions des CS. Elle agirait selon les conditions comme un régulateur de
I'expression des genes de la myéline ou un modulateur de la stabilité du réseau de

microtubules et d’actine.

b. Effets de Dishevelled sur le cytosquelette des CS

La protéine Dvl constitue un véritable carrefour des signalisations Wnt. Nous avons
cherché a connaitre son impact sur le cytosquelette en réponse a I'induction des voies
canoniques et non canoniques par différents ligands Wnts. Pour se faire, nous avons
utilisé le systéeme de dominant négatif de Dvl et mesuré les extensions cellulaires.
L’utilisation du dnDvl conduit a une rétractation significative des prolongements
cellulaires. Ce mécanisme pourrait passer par une plus grande disponibilité de la GSK3f3
pour phosphoryler les protéines associées au cytosquelette et ainsi entrainer les
microtubules dans un cycle de déstabilisation. Les résultats observés suite a l'utilisation
conjointe du dnDvl et des ligands Wnts sont dépendants de la catégorie de Wnt utilisée.
Pour les cas des trois ligands Wnts strictement non canonique (Wnt4, 6 et 7b), la
conservation de la longueur des prolongements pourrait s’expliquer par un équilibre
strict entre les effets positifs des Wnts via JNK et négatif en bloquant Dvl. Le ligand
strictement canonique Wnt5b pourrait fortement inhiber la GSK3f et ainsi stabiliser les
microtubules. Le dnDvl agit sur la méme voie de signalisation ce qui pourrait expliquer
la rétractation observée. Bien que considéré comme appartenant a la signalisation non
canonique, Wnt5a semble pouvoir activer ou inhiber la signalisation canonique selon le
contexte des récepteurs présents a la surface des cellules [163]. L’augmentation de la
longueur des extensions cellulaires pourrait s’expliquer par l'activation conjointe de la
voie non canonique qui agirait sur JNK et de la voie canonique qui inhiberait la GSK3.
Les deux signalisations permettraient ainsi la stabilisation des microtubules. Il faudrait
dans le cas précis de ce ligand Wnt5a vérifier la présence de son récepteur Frizzled 4 a la
surface des CS pour s’assurer de la possibilité d’activer a la fois les signalisations

canoniques et non canoniques.
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Les travaux de I’équipe du Dr. Nothias impliquent la protéine MAP1B dans la régulation
de la stabilité du réseau d’actine et de microtubules des CS comme des neurones [239].
Par ailleurs, MAP1B apparait essentiel pour la migration des CS comme des neurones.
Ces observations vont dans le sens d'un environnement moléculaire commun aux CS et
aux neurones sous-jacents. Les inductions de voies de signalisation dont les voies Wnt
font partie pourraient étre a l'origine de réponses morphologiques similaires dans les
deux types cellulaires. Ainsi, a la suite d’'une 1ésion du SNP, la protéine MAP1B pourrait
induire une plus grande migration des CS et des neurones ainsi que la stabilisation du
réseau de microtubules. Cependant a ce jour, la voie de signalisation qui régule I'état de
phosphorylation de MAP1B dans les CS n’est pas connue. Nous apportons avec ces
travaux les premieres hypotheses de I'implication de la voie Wnt canonique dans la

régulation du cytosquelette des CS.

c. Effets du lithium sur le cytosquelette des cellules de Schwann

Le LiCl modifie profondément I'architecture de la CS. En effet, il provoque un important
allongement des prolongements au cours du temps qui s’accompagne de tensions fortes
du réseau d’actine et de microtubule que nous avons pu observer a l'aide d'un
microscope a force atomique. L’allongement des prolongements cellulaires pourrait
constituer I'étape initiatrice du processus d’enroulements multiples de la gaine de

myéline autour de I'axone sous-jacent.

De plus, nous avons cherché a évaluer les effets du LiCl tout en interrompant la
signalisation de la voie Wnt/[3-caténine en utilisant un dominant négatif de la protéine
Dvl. Dans ce contexte, I'inhibiteur de la GSK33 impose son effet et permet la croissance
importante des prolongements cellulaires. On peut supposer que cet effet passe par la
signalisation canonique divergente. Cela pourrait avoir pour conséquences une
diminution de la phosphorylation des protéines MAP1B, APC ou CRMP2 ce qui

stabiliserait les microtubules.
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4. Lavoie Wnt/B-caténine est réactivée en cas de lésion cellulaire

A la suite de l'étude de la régulation physiologique de I'expression des genes de la
myéline, nous nous sommes posé la question de I'implication de la voie Wnt/f3-caténine
a la suite d'un éveénement lésionnel. Celui-ci peut étre un pincement de nerfs
périphériques comme le nerf facial ou le nerf sciatique ou bien encore in vitro, la strie

d’un tapis cellulaire confluent.

Dans un premier temps, notre regard s’est porté sur 'ensemble des cellules qu’elles
soient proches de la strie ou non. Dans ce contexte, apres 24h, 'expression de PO est
induite mais pas celle de PMP22. De plus, le chlorure de lithium a un effet inducteur
important sur 'expression des deux génes de la myéline que ce soit dans un contexte
lésionnel ou non. Nous nous sommes par la suite focalisés sur une étroite bande de
cellules qui étaient a proximité de la lésion. Ceci afin d’observer au plus pres et sans effet
de dilution du signal a travers la boite de culture, la réponse cellulaire induite par la
blessure. Dés 8h apres la strie, 'expression de PO est fortement induite sans toutefois

que les transcrits de la voie Wnt ne soient modifiés.

Cette induction peut étre le résultat de I'activation restreinte de la voie au cours de
laquelle la B-caténine résiduelle dans la cellule serait recrutée préférentiellement sur le
promoteur PO pour induire une induction rapide. Elle peut aussi étre le résultat de
I'allumage d’'une autre voie de signalisation que nous n’avons pas encore identifiée
comme par exemple passant par les facteurs de transcriptions NFAT. Il a été montré
récemment qu’ils régulaient 'expression de PO dans les cellules de Schwann a la suite
d’un influx de calcium. La lésion pourrait provoquer un rapide influx de calcium, activer
la signalisation calmoduline et ainsi induire l'expression de P0. Pour valider cette
hypothese, il nous faudrait mesurer les flux de calcium immédiatement apres la strie et

vérifier la fixation de NFATc4 sur le promoteur de PO.

A 24h, la voie Wnt/ 3-caténine est clairement réactivée comme I'atteste 'augmentation
de 'expression de Dvl3, de la 3-caténine ou de I'un de ses genes cibles, la cycline D1. De
plus, la phosphorylation de la GSK3f est augmentée ce qui indique qu’elle tend a étre

inhibée par Dvl sous I'effet de 'activation de la voie Wnt canonique.
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5. Effets remyélinisants du lithium apres lésion des nerfs périphériques

Comme le lithium a activé les genes de la myéline, nous avons mené une étude en
collaboration avec I'’équipe du Dr. De Waele sur les effets du LiCl sur la récupération
fonctionnelle du battement des vibrisses de souris ayant subi le pincement de I'un de ses
nerfs faciaux. L’injection de linhibiteur spécifique de la GSK3B provoque une
accélération de la récupération fonctionnelle du battement. En seulement 8 jours, la
souris traitée récupére presque intégralement ses mouvements de moustaches contre
14 jours pour la souris non traitée. Cette récupération fonctionnelle est assortie d'un
épaississement de la gaine de myéline et d’'une forte induction de 'expression des génes
PO et PMP22. De méme, au cours de I'étude du nerf sciatique de souris aprés pincement,
I'administration de LiCl induit la réexpression des genes de la myéline et augmente
'épaisseur de la gaine. Ces résultats sont confirmés in vitro ou le LiCl induit la encore
I'expression des transcrits et des protéines PO et PMP22. Cette signalisation passe par la
voie Wnt/[3-caténine comme le confirment les expériences de transactivation et de co-

immuno précipitation de la chromatine.

Le lithium mime l'activation de la voie Wnt canonique en inhibant la GSK3[3 provoquant
ainsi l'induction des geénes de la myéline ainsi qu'une accélération de la récupération
fonctionnelle du mouvement des moustaches apres pincement du nerf facial chez la

souris.

Lors de lésions du nerf (pincement ou section totale) la gaine de myéline est
altérée. La premiere étape nécessaire en vue d’'une remyélinisation correcte est une
réaction inflammatoire pour nettoyer les débris cellulaires et les restes de gaines de
myéline. Cependant, I'intensité et la durée de I'inflammation doivent étre soigneusement
régulées pour éviter un effet délétere sur la gaine de myéline. Dans un second temps, les
genes de la myéline sont réexprimés afin d’amorcer la remyélinisation. Le succes d’'une
thérapie passe donc a la fois par le controle de l'inflammation et la stimulation de la
remyélinisation. Sur le plan thérapeutique, les glucocorticoides sont connus pour leur
potentiel anti-inflammatoire, et donc proposés comme traitement pour de la paralysie
faciale a frigoré (paralysie de Bell). Ils agissent a plusieurs niveaux afin de diminuer
I'inflammation, soit en bloquant la cascade des cytokines, en inhibant I'activation des
cellules-T ou en diminuant l'extravasation des cellules immunitaires. L’activation

simultanée de la voie Wnt/ [3-caténine et celle des glucocorticoides constitueraient des
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parametres de potentialisation supplémentaire dans le processus de remyélinisation en

réactivant I'expression des genes de la myéline (Figure 47).

e

Erdaaliniaion

ﬁ

Maladies Démyélinisantes [|////
Compressions du nerf

Contrdl e de I'inflammation I Stimulation de la Remyélinisation

Sele

Figure 47 : Role de la voie Wnt/f-caténine et des glucocorticoides dans la réparation des maladies

démyélinisantes.

Dans cette optique, nous avons débuté l'administration simultanée de chlorure de
lithium et de dexaméthasone (un glucocorticoide de synthese) a des souris dont le nerf
facial a été pincé. Ceci en vue de traiter a la fois la diminution de I'expression des genes
de la myéline par le LiCl et l'inflammation qui se produit par les effets anti-
inflammatoire connus des glucocorticoides. 1l serait a ce titre intéressant d’étudier le
role des voies Wnts sur les cellules anti-inflammatoires. En effet, il a été récemment
montré que la voie Wnt/[-caténine pouvait avoir des effets pro-inflammatoire dans la

microglie [240].

En conclusion, notre travail permet de comprendre la régulation fine des genes de la
myéline par la voie Wnt/B-caténine Il permet de développer de nouvelles thérapies
basées sur I'administration des modulateurs de la voie Wnt/f3-caténine, comme le LiCl,

dans le traitement des maladies liées au déficit de la myéline et dans les 1ésions du nerf.
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Sur le plan développemental, la voie Wnt pourrait étre un acteur tardif de la régulation
du fonctionnement des CS intervenant au cours du processus de myélinisation. Enfin, les
voies Wnts pourraient constituer un acteur majeur lors d’événements pathologiques,
régulant la remyélinisation, l'architecture des cellules de Schwann et de leurs

partenaires neuronaux et influencant la réaction inflammatoire.
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RESUME

Les cellules de Schwann sont responsables de la myélinisation du systéme nerveux
périphérique. C’est un phénomene complexe et finement régulé. En effet, des altérations
de l'expression touchant les protéines de la myéline périphérique (PO et PMP22)
peuvent provoquer des pathologies comme la Charcot-Marie-Tooth. Par ailleurs, les
cellules de Schwann subissent d’importantes modifications de leur cytosquelette au

cours du processus de myélinisation.

Nous avons identifié la voie Wnt/[3-caténine comme directement impliquées dans
la régulation de l'expression des genes de la myéline PO et PMP22 a la fois in vitro mais
également in vivo. De plus, nous avons initié la démonstration de I'implication de la voie
Wnt non canonique au cours de ce méme processus. Par ailleurs, nous avons montré que
les ligands Wnts aussi bien canoniques que non canoniques pouvaient provoquer
I'allongement des extensions des cellules de Schwann. Le chlorure de lithium est un
inhibiteur de la GSK3f, mimant 'activation de la voie Wnt/[-caténine. Il provoque un
important allongement des cellules de Schwann accompagné de profonds remaniements
de l'architecture interne. Par la suite nous nous sommes intéressés aux effets d'une
lésion sur la remyélinisation. La voie Wnt/[(3-caténine est réactivée par une lésion in vitro
tandis que le lithium accélere la récupération fonctionnelle du battement des vibrisses
de souris apres pincement du nerf facial, améliore les structures de la gaine de myéline

et induit I'expression des genes de la myéline in vivo.
Conclusion

Notre travail a mis en évidence le réle majeur des voies Wnt canoniques et non
canoniques dans la régulation de l'expression de génes de la myéline et dans le

cytosquelette des cellules de Schwann.
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