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ROS : Reactive Oxygen Species (espèces réactives oxygénées) 

RPM : Rotations Par Minute 
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Rsh : Rumpshaker 

RT : Reverse Transcription (transcription inverse) 

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate (dodécylsulfate de sodium) 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (dodécylsulfate 

de sodium - électrophorèse sur gel de polyacrylamide) 

SEM : Standard Error of the Mean (erreur standard sur la moyenne) 

SEP : Sclérose En Plaques 

Sh : Shaking Pup 

SN : Système Nerveux 

SNC : Système Nerveux Central 

SNP : Système Nerveux Périphérique  

TBS : Tris Buffered Saline (tampon tris salin) 

uORF : Upstream Open Reading Frame (cadre ouvert de lecture en amont) 

UPR : Unfolded Protein Response 

XBP1 : X-box Binding Protein 1 

XBP1s : X-box Binding Protein 1 spliced (forme épissée de XBP1) 
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Résumé de la thèse 

La protéolipide-protéine (PLP) est une protéine majeure de la myéline dans le système 

nerveux central (SNC). Les mutations du gène PLP (situé sur le chromosome X) sont 

responsables de pathologies dysmyélinisantes homologues récessives car ces mutations, qui 

modifient des acides aminés conservés entre les espèces, provoquent une mort accélérée des 

oligodendrocytes (OL) synthétisant la myéline dans le SNC. La pathologie humaine causée 

par les mutations du gène PLP est la maladie de Pelizaeus-Metzbacher (PMD) qui appartient à 

la famille des leucodystrophies. Les patients PMD souffrent d’une sévère hypomyélinisation 

se traduisant sur le plan clinique par une détérioration des fonctions motrices et cognitives. Il 

n’existe à ce jour aucun traitement efficace pour ce type de pathologies. Une des mutations du 

gène PLP impliquées dans la PMD chez l'humain est également retrouvée chez la souris jimpy 

qui développe un phénotype clinique très sévère. La souris jimpy (PLP-mutantes) caractérisée 

par une perte oligodendrocytaire importante représente un modèle animal pertinent pour 

l'étude préclinique de la PMD, des leucodystrophies ou des pathologies dysmyélinisantes. 

Toutefois, la durée de vie très courte des souris jimpy (30 jours), le mode de transmission de 

la pathologie liée au chromosome X ainsi que les règles éthiques sur l'expérimentation 

animale ne facilitent pas leur utilisation intensive pour décrypter les mécanismes cellulaires et 

moléculaires déterminant les relations de cause à effet entre les mutations PLP et la mort 

oligodendrocytaire. Etant donné que les relations mécanistiques entre l’expression anormale 

de PLP et la mort des OL ne sont pas bien élucidées, il s'avère difficile, voire impossible de 

développer des stratégies thérapeutiques ciblées permettant de lutter efficacement contre la 

mort oligodendrocytaire et la dysmyélinisation. Ainsi, dans le but de faciliter 

l'expérimentation visant le décryptage et l'élucidation des mécanismes physiopathologiques 

impliqués dans la PMD et les pathologies de la myéline, des travaux antérieurs ont permis 

d'immortaliser, à partir du SNC des souris jimpy et des souris normales (témoins), deux 
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lignées d'OL dénommées respectivement OL 158JP (souris jimpy) et OL 158N (souris 

normales). Ces deux lignées oligodendrocytaires possèdent des caractéristiques d’OL matures 

mais les OL 158JP présentent des anomalies cellulaires, notamment un adressage 

membranaire défectueux de la PLP, un déficit du cycle cellulaire évoqué par un 

dysfonctionnement de la signalisation AMPc dépendante et une activation des facteurs 

cellulaires oxydants. 

Les objectifs de ce travail de thèse ont donc été d'utiliser les lignées cellulaires OL 158JP et 

158N pour résoudre les questions suivantes: 

(i) déterminer les relations entre la mutation PLP et l'accélération de la mort 

oligodendrocytaire;  

(ii) identifier les mécanismes ou processus endogènes facilitateurs de mort cellulaire qui 

prédominent dans le milieu intracellulaire des OL 158JP comparés aux OL 158N; 

(iii) vérifier si l'inhibition ciblée (par des agents pharmacologiques appropriés) des 

mécanismes endogènes inducteurs de mort oligodendrocytaire peut améliorer in vitro la survie 

cellulaire et ouvrir des perspectives d'utilisation in vivo de ces agents pharmacologiques pour 

traiter efficacement les symptômes des souris jimpy.  

Pour adresser la question de la relation de cause à effet entre la mutation PLP et l'accélération 

de la mort cellulaire, nous avons utilisé deux techniques différentes (test MTT et test au bleu 

de trypan) pour évaluer la viabilité/survie et la mort cellulaires des OL 158JP et 158N. Nos 

résultats montrent une augmentation du pourcentage de mort cellulaire (+30%) chez les OL 

158JP comparés aux OL contrôles 158N. De plus, nous avons utilisé la technique de 

cytométrie en flux pour confirmer nos résultats et démontrer aussi que dans les cultures d'OL 

158JP, les pourcentages des cellules apoptotiques précoces et des cellules apoptotiques 
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tardives/nécrotiques sont plus élevés (respectivement +7% et +19,5%) que dans les cultures 

d'OL témoins.  

Pour identifier les mécanismes ou processus endogènes pouvant permettre d'expliquer la 

surmortalité observée dans les cultures d'OL 158JP, nous avons combiné les techniques de 

reverse transcription (RT), qPCR en temps réel et Western-Blot. Cette combinaison technique 

a permis d'évaluer et de comparer les niveaux intracellulaires des marqueurs protéiques de 

l'apoptose dans les cellules 158JP et 158N. Nos résultats montrent une élévation du ratio 

Bax/Bcl-2 dans les OL 158 JP, ce qui atteste que la mutation du gène PLP favorise une 

surexpression du facteur pro-apoptotique Bax, accompagnée d'une répression du facteur anti-

apoptotique Bcl-2, dans les cellules 158JP.  

Des données antérieures suggèrent que la production anormale de PLP peut entraîner son 

accumulation dans le réticulum endoplasmique (RE) et provoquer le stress du RE qui est 

suspecté comme étant un processus pouvant jouer un rôle clé dans la PMD et les pathologies 

impliquant des protéines mal repliées. L'accumulation de PLP dans le RE et des anomalies 

morphologiques du RE ont été mises en évidence dans des cellules souches pluripotentes 

dérivées de patients PMD. Néanmoins, le rôle direct joué par le stress du RE dans la genèse 

de la mort oligodendrocytaire induite par l'expression aberrante de PLP est encore mal connu. 

Grâce à la combinaison des méthodes de RT, qPCR et Western-Blot, nous avons évalué les 

niveaux endogènes des marqueurs du stress du RE dans les OL 158JP et 158N en condition 

normale/physiologique (absence de toxicité exogène). Nos résultats montrent que le niveau 

d'expression de la protéine BiP (marqueur du stress RE) est nettement plus élevé (+30%) dans 

les OL 158JP comparés aux OL contrôles 158N. De plus, en exposant les OL 158JP et 158N à 

un stress du RE induit par un agent exogène, notamment la tunicamycine (un inhibiteur de la 

N-glycosylation des protéines), nous avons constaté une diminution de la viabilité des deux 
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lignées cellulaires. Toutefois, l’IC50 de tunicamycine (concentration induisant 50% de mort 

cellulaire) est de 0,13µg/ml pour les OL 158N et de 0,002µg/ml pour les OL 158JP, ce qui 

démontre que les OL 158JP sont particulièrement fragilisés en présence de la tunicamycine. 

En effet, le stress du RE évoqué par la tunicamycine s'additionne au niveau endogène de 

stress du RE préalablement élevé chez les OL 158JP pour accélérer la mort 

oligodendrocytaire.  

Le stress du RE provoque une réponse bi-phasique initiée par une phase adaptative permettant 

à la cellule d’éliminer ou de réguler les agrégats protéiques. Cependant, si le stress est trop 

intense, la cellule bascule vers l’activation de mécanismes pro-apoptotiques conduisant à la 

mort cellulaire, on parle alors de phénomène de mort apoptotique médié par le stress du RE. 

Nos résultats montrent qu'en absence de toxicité exogène (milieu de culture normal), les OL 

158JP sur-expriment également la protéine CHOP qui est un marqueur cellulaire indiquant le 

basculement des processus endogènes ou intracellulaires vers des phénomènes apoptotiques. 

Ces données sont confirmées par des résultats additionnels que nous avons obtenus par 

cytométrie en flux et qui démontrent que les OL 158JP expriment des niveaux élevés de la 

caspase-12 qui est spécifique à l’apoptose induite par le stress du RE.  

L'ensemble de nos résultats met en évidence une corrélation positive entre la mort cellulaire 

accélérée et les niveaux endogènes élevés de stress du RE et d'apoptose chez les OL 158JP 

qui sont porteurs d'une mutation du gène PLP. La mise en évidence d'une telle corrélation 

nous a alors incités à vérifier si des molécules ou agents pharmacologiques capables d'inhiber 

le stress du RE pourraient diminuer la mort oligodendrocytaire et améliorer la survie des 

cellules 158JP. 

 Le 4-Phenylbutyrate (4-PBA) est une molécule chaperonne modulatrice du stress du RE dont 

les effets bénéfiques sur la survie cellulaire ont été démontrés in vitro et in vivo. Nos résultats 
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montrent qu'un traitement avec le 4-PBA (500µM) pendant 48h améliore la survie des OL 

158JP, diminue l’expression des marqueurs du stress du RE (BiP, CHOP) et de l'apoptose. En 

particulier, le traitement 4-PBA réduit le niveau d'expression du facteur pro-apoptotique Bax, 

augmente l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui conduit à une baisse 

conséquente du ratio Bax/Bcl-2 dans les OL 158JP.  

Outre le 4-PBA, nous avons également testé deux composés de la famille des neurostéroïdes, 

l'alloprégnanolone et l’œstradiol, qui sont connus pour leurs effets neuroprotecteurs, anti-

apoptotiques et/ou modulateurs du stress du RE. De façon surprenante, les résultats montrent 

que l'alloprégnanolone et l’œstradiol n'exercent ni d'effets délétères ni d'actions bénéfiques sur 

la survie de OL 158JP. Etant donné que des travaux antérieurs suggèrent que des stéroïdes 

anti-progestatifs pourraient exercer un effet protecteur et réducteur de l'apoptose dans un 

modèle murin de PMD, nous avons testé la capacité de l’acétate d’ulipristal, un antagoniste du 

récepteur nucléaire de la progestérone, à prévenir la mort cellulaire induite par la mutation 

PLP dans les OL 158JP. L'acétate d'ulipristal n'exerce également aucun effet bénéfique ou 

délétère sur les OL 158JP. Ces résultats suscitent une interrogation concernant l'expression 

des récepteurs stéroïdiens capables de relayer les effets des neurostéroïdes dans les OL 158JP.  

Une perspective de notre travail sera donc de vérifier l'existence ou les niveaux d'expression 

des récepteurs de neurostéroïdes, en particulier les récepteurs de l'alloprégnanolone, de la 

progestérone et de l’œstradiol, dans les OL 158JP pour comprendre les raisons de l'absence 

des effets de ces stéroïdes sur ces cellules. 

Le 4-PBA s'étant révélé comme un composé prometteur capable d'améliorer la survie des OL 

158JP en diminuant le stress du RE et l'apoptose, une autre perspective de notre travail sera 

d'étudier la capacité du 4-PBA à protéger in vivo contre la mort oligodendrocytaire dans le 
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SNC, à réduire la sévérité des symptômes neurologiques et améliorer la survie des souris 

jimpy dont la durée de vie dépasse rarement 30 jours. 

A terme, nos travaux permettront de proposer des pistes prometteuses pour le développement 

de stratégies thérapeutiques efficaces contre la PMD et les pathologies dysmyélinisantes. 
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Abstract 

Mutations of proteolipid-protein (PLP) cause oligodendrocyte (OL) death and myelin 

disorders. To contribute to the elucidation of the mechanisms involved, the present PhD work 

has used 158N (normal) and 158JP (mutated PLP) OL lines, to show the occurrence of a high 

cell death percentage in 158JP OL cultures compared to the controls. An increased Bax (pro-) 

/Bcl2 (anti-apoptosis) ratio is evidenced in 158JP cells. Also, the endoplasmic reticulum stress 

marker (SRE) BiP is overexpressed in 158JP OL. Exposure of 158N and 158JP cells to 

tunicamycin-induced SRE revealed that the ED50 for 158JP OL is 65 times lower than the 

ED50 for 158N OL. Proteins CHOP and caspase-12, that pivotally determine the switching 

from survival to apoptotic pathways, are upregulated in 158JP cells. 4-Phenylbutyrate, a SRE 

inhibitor, which improves 158JP cell survival, also decreases the levels of SRE and apoptosis 

markers in 158JP OL. The thesis opens promising perspectives for the development of 

effective strategies against myelin disorders. 
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1.1 La myéline du SNC et ses pathologies 

La myéline est une structure lipo-protéique formant une gaine protectrice autour des 

axones neuronaux. De par ses propriétés isolantes, la gaine de myéline permet de moduler la 

vitesse de conduction de l’influx nerveux et d’assurer la conduction saltatoire des potentiels 

d’action via les nœuds de Ranvier. Son rôle est essentiel au bon fonctionnement du système 

nerveux et sa destruction ou son altération aboutit chez l'homme à des affections très 

invalidantes. Les cellules de Schwann sont responsables de la formation de la myéline dans le 

système nerveux périphérique (SNP) et les oligodendrocytes (OL) dans le système nerveux 

central (SNC). Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur la myéline centrale formée par les 

OL.  

1.1.1 Architecture de la gaine de myéline 

La myéline est une structure multi-lamellaire formée par l’enroulement des 

membranes des prolongements oligodendrocytaires autour de l’axone (figure 1, A). La gaine 

de myéline n’est pas continue le long de l’axone mais est organisée de manière segmentaire, 

définissant plusieurs zones distinctes organisées autour du nœud de Ranvier comprenant : 

l’internœud qui est la zone myélinisée de l’axone, le juxtaparanœud, région intermédiaire 

faisant la jonction avec le paranœud qui représente la fin de la myéline compacte et le 

commencement du nœud de Ranvier (figure 1, B). 
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Les zones de myéline compacte sont appelées « internœud ». Un OL est capable de 

myéliniser plusieurs axones et de former environ 40 internœuds (Simons et Trotter 2007). Ces 

 

Figure 1 : Organisation de la gaine de myéline. 

 (A) La gaine de myéline est formée par l’enroulement de membranes issues des 

prolongements oligodendrocytaires autour de l’axone du système nerveux central. Les 

segments d’axones myélinisés (internoeuds) sont séparés par les nœuds de Ranvier, site de 

concentration des canaux NaV et d’initiation du potentiel d’action. 

 (B) Schéma de l’organisation de la gaine de myéline, les internœuds sont composés de 

myéline compactée et bordés de zones de myéline décompactée appelées juxtaparanœud (JXP) 

et paranœud. A cet endroit une zone de contact axone-glie spécialisée permet d’ancrer les 

boucles paranodales à l’axone afin d’isoler la partie myélinisée du nœud de Ranvier.  

D’après Poliak et Peles (2003). 
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zones sont les parties spiralées multi-lamellaire formées par l’apposition des faces intra- et 

extracellulaire des OL. L’apposition des faces cytoplasmiques de la membrane 

oligodendrocytaire donne lieu aux lignes périodiques, également désignées par le terme de 

lignes denses majeures. A l’inverse, les lignes intra-périodiques sont formées par l’accolement 

des faces externes de la membrane, ce sont elles qui sont les plus denses aux électrons, 

rendant une couleur sombre et permettant ainsi de les reconnaître en microscopie électronique 

par transmission (figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Organisation des lignes périodiques et intra-périodiques 

(A) Représentation schématique de la formation des lignes périodiques et intra-périodiques. 

(B) Micrographie d’une fibre myélinisée du SNC, la ligne périodique (sombre) peut être 

discernée des lignes intra-périodiques possédant une couleur plus claire.  

Schéma d’après le cours d’histologie du Dr Serge Nataf, Université de Lyon/Hospices 

Civils de Lyon, 2008. Micrographie issue de Quarles et Richard (1999). 
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Structure de séparation entre l’internœud et le paranœud, le juxtaparanœud est le site 

où sont regroupés tous les canaux potassiques de type Kv1.1/1.2. Bien qu’enfouis sous la 

gaine de myéline, ces canaux permettent de réguler l’excitabilité neuronale (Thaxton et Bhat 

2009).  

Les segments de myélines compactes de l’internœud viennent se refermer et s’attacher 

à l’axone pour laisser place au nœud de Ranvier dans une zone appelée le paranœud. La 

région paranodale détermine la zone où les lamelles de myéline compacte s’ouvrent en 

plusieurs boucles cytoplasmiques qui rejoignent l’axone pour s’y ancrer. Ces boucles 

cytoplasmiques paranodales sont reliées à l’axone par des jonctions dites « septate-like » car 

elles ressemblent aux jonctions retrouvées entre les cellules épithéliales chez les invertébrés. 

La présence de ces jonctions permet d’établir une barrière empêchant la diffusion des petites 

molécules et des ions entre l’internœud et le nœud de Ranvier. Cette jonction axo-gliale est la 

plus large jonction intracellulaire connue, allant jusqu’à s’étendre sur une longueur de 1mm² 

dans les plus grosses fibres (Salzer 2003). Elles sont maintenues par l’interaction entre des 

molécules d’adhésion neuronale et gliales spécifiques : la protéine Caspr (contactin associated 

protein), une molécule d’adhésion présente au niveau du neurone et la protéine Neurofascin 

155, une isoforme de la neurofascin exprimée de manière spécifique dans les OL (Tait et al. 

2000).  

1.1.2 Nœuds de Ranvier 

La gaine de myéline recouvre l’axone à l’exception de petits espaces non myélinisés, 

où l’axone est laissé « libre ». Ces espaces sont nommés « nœuds de Ranvier » en référence 

au médecin français à l’origine de leur découverte, Louis-Antoine Ranvier. Les nœuds de 

Ranvier se répartissent le long de la gaine de myéline à des distances allant de 1 à 2 mm, et 

occupent un espace d’environ 1µm (Salzer 2003). Grâce à sa capacité isolante, la gaine de 
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myéline réduit la conductance de l’axone et permet ainsi d’augmenter la vitesse de conduction 

du potentiel d’action. Cependant, la présence des canaux ioniques à la membrane de l’axone 

est indispensable pour permettre à l’influx nerveux de se propager. C’est dans ces nœuds de 

Ranvier que sont concentrés les canaux permettant au potentiel d’action de se propager de 

nœud en nœud et donnant ainsi la dénomination de « conduction saltatoire ». Cette conduction 

saltatoire est alors bien plus rapide et économique en dépense énergétique que dans les fibres 

non myélinisées, où les canaux sont répartis tout le long de l’axone. Bien que les nœuds de 

Ranvier occupent un très petit espace, ils contiennent une grande quantité de canaux sodiques 

voltages dépendants (NaV), occupant une densité d’environ 1,500µm
2 (Waxman et Ritchie 

1993). Il existe différentes isoformes des NaV et il a été démontré que celles-ci s’expriment 

de manière différentielle au cours du développement et notamment au cours de la 

myélinisation. Durant cette période, une transition s’effectue entre l’expression des canaux 

NaV1.2 dans les étapes précoces, remplacés par l’isoforme NaV1.6 au cours de la 

myélinisation active (Boiko et al. 2001). Au sein des nœuds sont aussi exprimés de 

nombreuses protéines d’adhésion telles que la neurofascine, ainsi que des protéines d’ancrage 

au cytosquelette comme la protéine ankrin G (Salzer 2003). Ces protéines sont capables 

d’interagir avec les canaux NaV ce qui leur permet de jouer un rôle important dans le 

regroupement des canaux sodiums au sein du nœud pendant la phase de myélinisation ainsi 

que de permettre la communication entre l’axone et le milieu extracellulaire. 

1.1.3 Biochimie 

La gaine de myéline est composée à 70% de lipides et 30% de protéines. Ce rapport 

est inversé comparativement à la membrane des autres types cellulaires et c’est cette 

composition particulière qui lui confère sa capacité isolante permettant d’accélérer la 

conduction du potentiel d’action à travers l’axone.  
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1.1.3.1 Lipides  

Les lipides sont les constituants principaux de la gaine de myéline, cependant les 

lipides retrouvés au sein de cette structure sont similaires à ceux présents dans les autres 

membranes plasmiques.  

1.1.3.1.1 Cholestérol  

Le cholestérol est l’un des constituants majeurs des OL et plus généralement de toutes 

les membranes cellulaires chez les mammifères. Le cerveau est l’organe le plus riche en 

cholestérol et entre 70 et 80% de ce cholestérol est intégré au sein des gaines de myélines 

(Zhang et Liu 2015). Le cholestérol cérébral est synthétisé de novo à cause de la difficulté 

pour les stérols de passer la barrière hémato-encéphalique (Jeske et Dietschy 1980). Toutes 

les cellules du SNC participent activement à la synthèse de cholestérol. Les OL sont 

responsables d’un pic d’augmentation du cholestérol cérébral pendant la période active de 

myélinisation faisant passer les taux de 3.5mg/g chez le nouveau-né à 12mg/g trois semaines 

après la naissance (Dietschy et Turley 2004). En effet, une production importante de 

cholestérol au sein des OL est indispensable à la bonne formation de la gaine de myéline. Une 

étude sur une souris mutante ne synthétisant plus de cholestérol au sein des OL montre une 

myélinisation fortement perturbée se traduisant par un phénotype clinique notamment au 

niveau des fonctions motrices et du tonus musculaire (Saher et al. 2005). Le fait que la 

myélinisation ne soit pas totalement absente chez ces mutants prouve que les OL sont 

capables de recevoir des apports de cholestérol des cellules avoisinantes. 

La synthèse du cholestérol se fait au sein du réticulum endoplasmique à travers une 

réaction complexe impliquant 37 étapes. Pendant les périodes de myélinisation active, une 

synthèse importante et quasi permanente des lipides composants la myéline est requise. Ainsi 

au niveau du réticulum endoplasmique, des protéines senseurs sont capables de surveiller les 
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taux intracellulaires de stérols afin de veiller à sa synthèse continue, par exemple la protéine 

SCAP (SREBP cleavage activating protein) est connue pour activer la protéine SREP (sterol 

responsive element binding protein) qui sort du réticulum pour activer des gènes capables de 

relancer la synthèse de cholestérol (Saher and Stumpf, 2015). La manière dont le cholestérol 

intègre ensuite la gaine de myéline n’est pas entièrement élucidée mais il est suspecté qu’une 

grande partie pourrait transiter jusqu’aux membranes via un transport vésiculaire empruntant 

les microtubules, putativement à l’aide du complexe protéique SNARE (Feldmann et al. 

2009). Il est possible qu’il existe plusieurs voies parallèles permettant d’apporter le 

cholestérol jusqu’aux prolongements myélinisants au vu des quantités importantes requises. 

Le cholestérol intègre finalement la membrane cellulaire des prolongements myélinisants où il 

reste de manière pérenne, avec une demi-vie de l’ordre d’une année (Ando et al. 2003).  

1.1.3.1.2 Phospholipides  

Les phospholipides représentent environ 40% du total lipidique de la myéline 

(Baumann et Pham-Dinh 2001). Le plus représentatif des phospholipides exprimés dans la 

myéline est l’ethanolamine plasmalogène, un glycérophospholipide contenant un groupe 

acétyl ether. Comme pour le cholestérol et les cérébrosides, les niveaux de plasmalogènes 

dans le cerveau augmentent de manière drastique pendant la phase active de myélinisation 

(Nagan et Zoeller 2001). La demi-vie des plasmalogènes dans la myéline est comprise entre 

10 à 30 jours comparativement à la demi-vie de ceux retrouvés dans la substance grise qui est 

comprise entre 10 à 30min. Ceci suggère que ces lipides possèdent un rôle structurel dans la 

gaine de myéline (Rosenberger et al. 2002). De plus, les plasmalogènes sont suspectés d’avoir 

un rôle protecteur face au stress oxydatif et empêcher la peroxydation des lipides (Lessig et 

Fuchs 2009).  
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1.1.3.1.3 Glycosphingolipides 

Les galactosylcéramide (GalC) ainsi que leurs formes sulfatées aussi connues sous le 

nom de cérébroside sulfate font partie de la famille des glycosphingolipides qui sont des 

lipides ubiquitaires composant les feuillets externes des membranes plasmiques chez les 

vertébrés. Les GalC sont les lipides les plus typiques de la gaine de myéline, représentant 20% 

du poids sec lipidique dans la gaine myélinique mature (Baumann et Pham-Dinh 2001). 

L’augmentation de la concentration de ce lipide pendant le développement est positivement 

corrélé avec le degré de myélinisation, en faisant un indicateur fiable de la quantité de 

myéline présente dans le SN (Norton and Poduslo, 1973). Les GalC sont localisés 

massivement à la face externe des membranes (et donc dans les lignes intra-périodiques) et 

sont impliqués dans le maintien de la stabilité de la gaine de myéline en contribuant à 

l’adhésion des membranes entre elles (Ohler et al. 2001). Ces lipides sont exprimés de 

manière très précoce au cours du développement (Schaerenwiemers et al. 1995) et sont ainsi 

suspectés de participer à la formation de la gaine de myéline, de plus, l’inhibition de GalC à 

l’aide d’anticorps est capable de perturber la myélinisation in vivo (Rosenbluth et al. 1994). 

De manière intéressante, une altération dans les enzymes lysosomiales dégradant ces lipides 

donne lieu à des leucodystrophies (Baumann et Pham-Dinh 2001). 

Parmi les autres glycosphingolipides exprimés dans la gaine de myéline se trouvent les 

gangliosides dont la famille contient plus de 100 formes différentes. Dans le cerveau les 

formes majoritairement exprimées (96% des gangliosides) sont les formes GM1, GD1a, 

GD1b et GT1b (Schnaar et al. 2014). Avec le développement de la myélinisation, la 

concentration et la complexité structurelle des gangliosides augmentent (Svennerholm et al. 

1989). Les gangliosides sont suspectés d’être des ligands fonctionnels de la protéine MAG, 

une protéine de structure de la myéline. En effet les formes GD1a et GD1b comprennent une 

séquence NeuAcα3Gal β3GalNAc à laquelle la protéine MAG est capable de se lier in vitro 
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(Yang et al. 1996). Cette interaction entre MAG et les gangliosides serait important dans la 

médiation de l’interaction entre axone et OL comme le prouvent les déficits observés sur les 

souris ne produisant pas les galactosides GD1b et GT1b (Sheikh et al. 1999; Schnaar et al. 

2014) . 

1.1.3.2 Protéines de la myéline 

Environ un tiers de la gaine de myéline est constituée par des protéines, celles-ci sont 

pour la plupart spécifique à cette structure pouvant ainsi servir de marqueurs. Parmi elles on 

peut distinguer les protéines ayant une activité enzymatique et des protéines de structure, 

n’ayant pas d’activité enzymatique connue et contribuant à la formation et au maintien de la 

gaine de myéline. Les avancées dans le domaine de la protéomique, notamment grâce à la 

technique de spectrométrie de masse, ont démontré que la quantité de protéines présentes au 

sein de la myéline a été largement sous-estimée (figure 3). On compte à ce jour 1280 

protéines associées à la myéline du SNC, représentant de nouvelles pistes de recherches dans 

le domaine (Panfoli et al. 2014). Dans cette partie nous détaillerons les protéines les plus 

connues et les plus étudiées de la myéline.  
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1.1.3.2.1 Protéolipide-protéine (PLP) 

En 1951, Folch et Lees identifièrent une protéine de la famille des lipoprotéines dans 

des échantillons de cerveau. Cette protéine présentait la spécificité de ne pas être soluble dans 

l’eau mais dans des solvants de type chloroforme-méthanol, leur conférant une similarité avec 

la famille des lipides. Ils donnèrent à cette nouvelle protéine le nom de « protéolipide-

protéine » (PLP) (Folch et Lees 1951). La PLP est, avec la protéine basique de la myéline 

(MBP), une des protéines les plus abondantes de la myéline et représente 17% des protéines 

totales de la myéline (Jahn et al. 2009).  

Le gène codant pour la protéine PLP est appelé plp1 chez la souris et PLP1 chez 

l’humain. Il est localisé sur le chromosome X en position Xq22 chez l’humain et comprend 7 

exons arrangés sur 15kb de gène (Greer et Lees 2002). Ce gène est connu pour produire deux 

isoformes, la protéine PLP faisant 25kDa ainsi que la protéine DM20 de 20kDa produit par 

 

Figure 3 : Abondance relative des protéines de la myéline déterminée par chromatographie en 

phase liquide couplée à la spectrométrie de masse. D’après Jahn et al. (2009).  
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épissage alternatif du gène dont l’accepteur est localisé sur l’exon 3. Les deux isoformes 

partagent la même séquence d’acides aminés à l’exception de 35 acides aminés encodés au 

sein de l’exon 3 qui sont absents dans DM20 (Nave et al. 1987). Deux autres isoformes, sr-

PLP et sr-DM20, ont été découvertes plus tardivement et ont été nommées « soma restricted » 

(sr) car elles ne sont pas incorporées à la gaine de myéline, suggérant un rôle biologique 

différent, potentiellement lié avec le transport intracellulaire de par leur association aux 

vésicules (Bongarzone et al. 2001). La PLP possède une séquence en acide aminés très 

conservée, il existe une identité complète de séquence entre la souris et l’humain ainsi que 

99% de similitude avec le chat et le chien et plus de 85% avec les oiseaux et les amphibiens. 

Du point de vue structurel, c’est une protéine transmembranaire comprenant 4 hélices α 

hydrophobes s’intégrant au sein des deux couches lipidiques de la membrane ainsi que 3 

domaines cytoplasmiques et deux domaines extracellulaires (figure 4) (Greer et Lees 2002).  
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Figure 4 : Orientation de la PLP à la membrane de la myéline. 

La PLP contient 4 domaines transmembranaires en hélice α, avec les terminaisons NH2 et 

COOH terminales localisées à la face cytoplasmique de la membrane. La région en jaune 

(résidus 116-150) n’est pas exprimée dans l’isoforme DM20. Les régions en bleu 

représentent les cystéines impliquées dans la formation de pont disulfures. Les six 

cystéines pouvant être acétylées sont représentées en rouge. D’après Greer et Lees (2002). 
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De nombreuses études ont cherché à déterminer la cinétique de la transcription du 

gène PLP1 en ARNm et de sa traduction en protéine. Ces études montrent que la PLP 

commence à être exprimée pendant la période embryonnaire et que son expression augmente 

pendant les 3 premières semaines post-natales chez le rongeur, période coïncidant avec le 

développement de la myélinisation. La protéine PLP est exprimée de manière plus tardive que 

la protéine DM20 qui est prédominante au début du développement (Wight et Dobretsova 

2004).  

La PLP est localisée à la membrane au niveau des lignes périodiques et intra-

périodiques (Baumann et Pham-Dinh 2001). Elle est ainsi considérée comme une protéine de 

structure de la myéline, jouant le rôle d’un « zip » entre les membranes de la myéline 

permettant sa compaction et le maintien de son intégrité (figure 5). Cette fonction est 

confortée par les analyses réalisées sur différentes souris mutantes conduisant à l’inhibition de 

l’expression de PLP : chez ces animaux la myéline se forme mais avec une instabilité 

marquée de la gaine se traduisant par une condensation des lignes intra-périodiques ainsi 

qu’une instabilité des enroulements des feuillets de la myéline (Boison et al. 1995; Klugmann 

et al. 1997; Wang et al. 2008). Ces mutants se caractérisent aussi par une dégénérescence 

axonale (Griffiths et al. 1998) suggérant un rôle pour la PLP dans le maintien de l’intégrité de 

l’axone et la communication axono-gliale. Cette hypothèse est notamment supportée par des 

travaux démontrant un effet neuroprotecteur de PLP pouvant être distingué de son rôle dans la 

structuration de la gaine de myéline (Yin et al. 2006). 

 

 

 



Introduction 

 

34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le gène PLP est exprimé de manière majoritaire dans les OL, suggérant un rôle 

important dans la myélinisation du SNC. Cependant, l’expression du gène PLP est détectée à 

faible concentration dans d’autres types cellulaires du SN comme les cellules de Schwann 

(Griffiths et al. 1989) mais aussi dans d’autres tissus comme dans les monocytes cardiaques 

(Campagnoni et al. 1992) ainsi que dans les cellules de Leydig dans les testicules (Li et al. 

2002). Ceci suggère que la PLP pourrait avoir un rôle biologique différent dans d’autres tissus 

qui reste encore à élucider. De même, les isoformes sr-PLP/DM20 sont retrouvées exprimées 

au cours du développement fœtal de manière plus importantes dans les neurones que dans la 

glie, avec une expression majeure dans les motoneurones (Jacobs et al. 2004). Deux nouvelles 

isoformes de la PLP ont été découvertes donnant lieu à 4 transcrits différents qui, eux aussi, 

 

Figure 5 : Représentation schématique de l’organisation structurelle de la myéline 

compacte.  

Les protéines PLP et MBP participent à la formation d’une jonction stabilisatrice entre les 

différents feuillets de la myéline permettant de maintenir la compaction de cette structure. 

D’après Quarles et Richard (1999). 
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ont une forte expression neuronale au cours du développement suggérant un autre rôle pour la 

protéine PLP que celui connu dans la myélinisation (Sarret et al. 2010). 

1.1.3.2.2 Protéine basique de la myéline (MBP) 

La protéine basique de la myéline ou myelin basic protein (MBP) est la deuxième 

protéine abondante de la myéline après la PLP. C’est aussi la protéine la plus conservée, 

retrouvée chez les vertébrés les plus primitifs. La composition en acides aminés de la MBP 

bovine et humaine fut reportée pour la première fois en 1971 par deux équipes indépendantes 

(Carnegie 1971; Eylar et al. 1971). Il existe en réalité plusieurs isoformes de la protéine 

produite par différents épissages de l’ARNm, formant ainsi une famille de protéines MBP. Par 

des analyses SDS-PAGE il a été mis en évidence des MBP de 21,5 ; 20,2 ; 18,5 ; 17,24 ; 

17,22, et 14 kDa chez la souris et de 21,5 ; 20,2, 18,5, et 17,2 kDa chez l’humain (Boggs 

2006). Les formes majoritairement exprimées sont celles de 18,5kD chez l’homme et 18,5kD 

et 14kD chez la souris. Ainsi de manière générale l’appellation « MBP » fait référence à la 

forme de 18,5kD. Ces isoformes sont produites par différents transcrits du gène MBP qui est 

localisé sur le chromosome 18 et contient 7 exons englobés dans un complexe plus large 

appelé « GOLLI » pour « gene expressed in the OL lineage ». Les gènes faisant partie du 

complexe GOLLI produisent des transcrits exprimés très tôt au cours du développement et de 

la mise en place de la gaine de myéline (Campagnoni et al. 1993). 

L’expression des différents isoformes de MBP est dépendante du développement et 

ces protéines sont retrouvées à des endroits différents au sein de la cellule suggérant une 

variété de rôle isoformes dépendants Par exemple les isoformes contenant l’exon 2 (les 

protéines MBP de 17 et 21,5kDa) sont fortement exprimées à des stades précoces et déclinent 

au cours du développement alors que les formes ne contenant pas ce domaine sont exprimées 

plus tardivement (Baumann et Pham-Dinh 2001). En plus de cette variété d’isoformes, il 
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existe une variété de modifications post-transcriptionnelles pouvant modifier les protéines 

MBP. Les rôles physiologiques associés à cette grande diversité de la protéine MBP restent 

encore à être élucidés.  

La MBP joue un rôle fondamental dans les processus de myélinisation comme le 

prouve le mutant shiverer. Ce mutant possède une délétion partielle du gène MBP empêchant 

sa synthèse protéique. Ces souris ont une durée de vie d’environ 90-150 jours et présentent 

différents symptômes tels que des tremblements et des crises épileptiques. L’analyse du SNC 

de ces animaux montre une gaine de myéline quasi inexistante, avec une absence totale de 

ligne dense majeure sur le peu de myéline formée (Privat et al. 1979). Ces informations, ainsi 

que la localisation de la protéine MBP à la surface interne des membranes, faisant la jonction 

entre deux lamelles de myéline formant les lignes périodiques (Harauz et Boggs 2013), 

confèrent à cette protéine le rôle de seule protéine connue comme étant indispensable pour 

assurer la bonne compaction de la myéline (figure 4). Il a été démontré que le phénotype de ce 

mutant ainsi que les défauts retrouvés dans la gaine de myéline sont bien dus à l’absence 

d’expression de la protéine car ceux-ci peuvent être corrigés par une expression exogène du 

gène MBP fonctionnel (Readhead et al. 1987).  

L’étude de la protéine MBP à susciter un grand intérêt car elle pourrait représenter un 

autoantigène dans la maladie de la sclérose en plaque (SEP). En effet, des lymphocytes T 

spécifiques à la MBP sont retrouvés chez le sujet sain et les patients atteints de la maladie 

(Pette et al. 1990). Il semblerait de plus que l’expression des différents variants du gène MBP 

puisse être corrélée avec l’évolution de la maladie (Zhou et al. 2017). La protéine MBP est 

depuis longtemps utilisée comme autoantigène dans l’induction de modèle murin de SEP, 

notamment via les techniques d’induction passives et actives d’encéphalomyélite autoimune 

expérimentale (EAE) (McCarthy et al. 2012).  
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1.1.3.2.3 Glycoprotéine associée à la myéline (MAG)  

La MAG est une protéine exprimée de façon très minoritaire au sein de la myéline qui 

n’a été découverte qu’après les protéines majeures PLP et MPB. Elle est exprimée à la fois 

dans les OL et les cellules de Schwann, ce qui suggère un rôle central comme périphérique. 

Le gène codant pour cette protéine est localisé sur le chromosome 7 chez la souris (19 chez 

l’humain), mesure 16kb et comprend 13 exons (Baumann et Pham-Dinh 2001). 

La protéine MAG est exprimée en deux isoformes résultant d’un épissage alternatif, L-

MAG (pour large MAG) et S-MAG (pour small MAG) régulés de manière différenciée durant 

le développement. La forme L-MAG est exprimée de manière plus importante durant la 

myélinisation du SN, alors que l’expression de la forme S-MAG augmente avec la maturation. 

Ainsi, à l’âge adulte, les courbes d’expression se rejoignent et les deux formes se retrouvent 

exprimées dans les mêmes proportions (Quarles 2007). La forme L-MAG est la forme ayant 

le plus d’importance au sein du SNC. L’inhibition sélective de son expression, et pas celle de 

S-MAG, donne lieu à des altérations de la myéline (Fujita et al. 1998). 

La MAG appartient à la superfamille des immunoglobulines qui regroupent des 

glycoprotéines impliquées dans les processus de liaison, reconnaissance et d’adhésion des 

cellules. A l’inverse, des protéines comme la PLP et MBP qui sont présentes dans les zones 

compactes de la gaine de myéline, la protéine MAG ne se retrouve que dans les zones non 

compactées. Elle est exprimée de manière importante dans l’environnement cytoplasmique 

péri-axonale, en contact direct avec l’axone (Trapp et Quarles 1982). La protéine MAG n’est 

pas indispensable à la formation d’une gaine de myéline fonctionnelle, cependant son absence 

impacte la formation de l’espace péri-axonale où des anomalies morphologiques sont 

retrouvées. De plus, un retard de myélinisation ainsi qu’un recouvrement « accidentel » de 

certains axones déjà myélinisés ont été observés, suggérant que la protéine MAG pourrait 
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avoir un rôle dans la reconnaissance et la distinction des axones myélinisés et non myélinisés 

(Montag et al. 1994).  

1.1.3.2.4 Myéline/oligodendrocyte protéine (MOG) 

La protéine MOG fait partie de la famille des immunoglobulines, son gène est localisé 

sur le chromosome 6 (6p21.3-p22) chez l’humain et le chromosome 17 chez la souris 

(Phamdinh et al. 1993). Ce gène code pour une protéine de 26kDa une fois purifiée, pouvant 

former des dimères d’une masse moléculaire de 52 à 54kDa (Amiguet et al. 1992). MOG est 

une protéine transmembranaire exprimée de manière majoritaire à la surface de la gaine de 

myéline, et retrouvée que faiblement dans les enroulements de la gaine de myéline compacte 

(Brunner et al. 1989). Son expression est détectée de manière tardive, elle apparaît à la 

membrane des OL 1 à 2 jours après les deux protéines majeures de la myéline PLP et MBP 

(Scolding et al. 1989) et n’est retrouvée exprimée que sur les OL myélinisants, en faisant un 

marqueur des OL matures (Solly et al. 1996). La fonction physiologique de MOG reste encore 

à élucider, son positionnement à la surface externe de la gaine de myéline suggère qu’elle 

pourrait recevoir de l’information issue de l’espace extracellulaire, ou jouer le rôle de protéine 

d’adhésion avec d’autres cellules (Johns et Bernard 1999). 

1.1.3.2.5 2′,3′-cyclic nucleotide 3′-phosphodiesterase (CNP) 

La myéline a longtemps été considérée comme une structure inerte, cependant la 

découverte de protéines ayant une fonction enzymatique dans la gaine de myéline implique 

que celle-ci est une membrane métaboliquement active dans la synthèse et le renouvellement 

de ses constituants. La CNP est une de ces protéines de la myéline possédant une activité 

enzymatique. Elle est codée par le gène CNP1 localisé sur le chromosome 11 chez le rongeur 

et 17 chez l’humain et est exprimée en deux isoformes de 48kDa et 55kDa (Baumann et 
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Pham-Dinh 2001). La CNP qui représente 4% des protéines totales de la myéline, est une 

enzyme ancrée à la membrane et présente uniquement dans les régions non compactes de la 

myéline (Trapp et al. 1988). Bien que découverte depuis une cinquantaine d’années, sa 

fonction biologique reste aujourd’hui encore un mystère. Ses propriétés incluent une capacité 

d’interaction avec le cytosquelette d’actine, suggérant un rôle dans la croissance des 

prolongements oligodendrocytaires (Lee et al. 2005) ainsi qu’une capacité à moduler 

l’expression génique par liaison à l’ARN (Gravel et al. 2009). 

1.1.4 Les oligodendrocytes 

Les OL sont les cellules myélinisantes du SNC. Il existe également des OL 

périneuronaux satellites n’intervenant pas dans les processus de myélinisation en temps 

normal. Toutefois, ces OL périneuronaux sont potentiellement impliqués dans les processus 

de remyélinisation suite à des atteintes de la gaine de myéline (Szuchet et al. 2011). L’OL 

mature est capable d’étendre de nombreux prolongements venant s’enrouler autour des axones 

neuronaux afin de produire cette structure spiralée isolante qu’est la myéline. Les faisceaux 

axonaux myélinisés forment dans l’encéphale ce qu’on appelle la substance blanche (SB) par 

opposition à la substance grise (SG) composée des corps cellulaires des neurones. On retrouve 

les OL à fois dans la SB et la SG. 

1.1.4.1 Développement 

Dans le cortex des mammifères, les neurones et les cellules gliales proviennent des 

cellules souches neuroépithéliales présentes dans la zone ventriculaire, aussi appelée 

épithélium germinatif et formée par la couche cellulaire adjacente à la lumière du tube neural. 

Au cours du développement, les cellules souches neuroépithéliales sont les cellules les plus 

précoces donnant lieu aux neurones, à la glie radiaire, aux astrocytes et aux cellules 
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précurseurs d’OL. L’identification et l’étude spatio-temporelle des précurseurs 

oligodendrocytaires sont rendues difficiles par l’absence de marqueurs spécifiques. Ainsi, le 

stade de précurseur est défini par l’expression de marqueurs tels que la nestine ou la PSA-

NCA qui sont exprimés dans d’autres types cellulaires, de manière concomitante avec 

l’absence d’expression du ganglioside GD3 (Baumann et Pham-Dinh 2001). Au cours du 

développement, ces précurseurs migrent vers la zone sous-ventriculaire, c’est à ce moment 

que la transition entre les cellules précurseurs et les cellules progénitrices d’OL (OPC) 

s’effectue (Lubetzki et al. 1997). Les OPC sont identifiés par leur morphologie bipolaire et 

grâce à l’expression des marqueurs GD3, de l’anticorps A2B5 qui reconnaît plusieurs types de 

gangliosides et du protéoglycan NG2 (Lubetzki et al. 1997; Baumann et Pham-Dinh 2001). 

Les OPC sont des cellules prolifératives et motiles qui peuplent le SNC, se différencient de 

manière progressive et deviennent des OL matures myélinisants (figure 6). Brièvement, les 

OPC commencent à peupler le SNC en développement en 3 vagues temporellement distinctes. 

Par exemple, chez les rongeurs, il a été démontré que la 1ère vague d’OPC dans la moelle 

épinière émerge du tube neural ventral au 12ème jour embryonnaire et s’installe sous le 

contrôle des facteurs de transcription sonic hedgehog (SHH), olig1 et olig2 (Orentas et al., 

1999; Vallstedt et al., 2005). Au 15ème jour embryonnaire, une seconde vague d’OPC émerge 

de la partie dorsale du tube neural et la spécification de ces cellules indépendante du facteur 

SHH est régulée par les facteurs Dbx1 et Ascl1 (Cai et al., 2005; Fogarty et al., 2005; 

Vallstedt et al., 2005; Sugimori et al., 2008). Enfin, la troisième vague d’OPC apparaît à la 

naissance et semble inclure des progéniteurs locaux ainsi que ceux provenant de la zone 

subépendymaire du canal central (Rowitch et Kriegstein, 2010). La production des OPC dans 

l’encéphale s’effectue selon une cinétique similaire avec quelques nuances et variations au 

niveau des facteurs de transcriptions ou de leur isoformes qui contrôlent le processus (Tekki-

Kessaris et al., 2001; Kessaris et al., 2006; Rowitch et Kriegstein, 2010; Chapman et al., 
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2013). La différenciation de la lignée oligodendrocytaire est régulée par une multitude de 

facteurs intrinsèques et extrinsèques impliquant des facteurs de croissance, des protéines 

kinases, des molécules de la matrice extracellulaire ainsi que des régulations 

transcriptionnelles et traductionnelles (Bercury et Macklin 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique des différents stades du lignage oligodendrocytaire.  

Les précurseurs deviennent des cellules progénitrices d’OL (OPC), cellules qui prolifèrent et 

donnent lieu au pré-OL puis à l’OL immature. Cette cellule post-mitotique mature jusqu’à 

devenir un OL myélinisant exprimant les protéines de la myéline telles que PLP, MBP, CNP, 

MAG et MOG. Chacune de ces cellules se caractérise par la présence de marqueurs plus ou 

moins spécifiques. D’après Lubetzki et al. (1997). 
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1.1.4.2 Migration 

Les OPC parcourent un long chemin après leur genèse et traversent le tube neural pour 

aller peupler l’ensemble du SNC. La question est de savoir comment ces OPC trouvent leur 

chemin jusqu’à leur destination finale où ils acquièrent leur phénotype mature. La migration 

des OL est facilitée par l’action des facteurs de croissances tels que FGF-2 et PDGF-AA. Ce 

sont ces molécules qui activent la motilité des OL et leur permettent de parcourir de longues 

distances au sein du SNC (de Castro et al. 2013).  

Pendant longtemps, on pensait que les OPC suivaient simplement des routes pré-

établies par les axones du SNC, ce qui est corroboré par les expériences réalisées sur le nerf 

optique démontrant une invasion des OPC définie par la topographie axonale (Webb et al. 

1995; Ono et al. 1997). Cependant, la réalité est plus complexe ; une expérience de section 

des axones du nerf optique chez le rat (le jour de naissance ou P0 avec une répartition des OL 

à peine débutante) a démontré que les OL continuaient à se répartir dans les mêmes zones 

spatiales que chez les rats contrôles, indiquant que ceux-ci sont capables d’être guidés par 

d’autres signaux que ceux pourvus par les axones (Ueda et al. 1999). Ainsi, les OPC migrent 

en utilisant différentes routes et en étant guidés par une multitude de facteurs impliquant les 

axones des cellules nerveuses avoisinantes ainsi que des molécules présentes dans leur 

environnement. Ces molécules sont des facteurs « motogèniques » c’est-à-dire qu’elles 

activent la motilité cellulaire (comme les facteurs de croissances) ou des molécules possédant 

des propriétés « attractive/répulsive » représentant ainsi des signaux permissifs ou restrictifs 

capables d’influencer la direction que vont emprunter les cellules. Il est assez difficile de 

discriminer expérimentalement la fonction motogènique de celle d’attraction/répulsion et 

certaines molécules peuvent jouer ces deux rôles à la fois. La guidance des OL via leur 

interaction avec les axones va dépendre de l’expression de molécules d’adhésion présente à la 

surface des cellules (PSA-NCAM, N-Cadhérine, Eph/éphrines) ainsi que des protéines de la 
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matrice extracellulaire (Laminine, fibronectine, mérosine, ténascine-C). Les facteurs secrétés 

impliqués dans la migration impliquent des facteurs de croissances ainsi que des facteurs 

chemotropiques tels que les nétrines ou les sémaphorines. L’ensemble de ces molécules 

peuvent avoir un effet positif ou négatif sur les capacités migratoires des OPC permettant le 

guidage vers les localisations cibles (de Castro et Bribian 2005).  

Une fois arrivé à destination, un signal « stop » est nécessaire pour indiquer la 

localisation finale des OPC. La chémokine CXCL1 a été identifiée comme étant un signal 

« stop » potentiel de la moelle épinière via son action sur les récepteurs CXCR2 présents sur 

les OPC. Présente dans les astrocytes de la substance blanche à la période ou les OPC 

colonisent cette région, CXCL1 est capable d’empêcher la migration des OPC in vitro. La 

suppression de son récepteur CXCR2 provoque une concentration anormale des OL à la 

périphérie de la moelle épinière (Tsai et al. 2002). 

1.1.4.3 Maturation et myélinisation 

Les OL arrivés à destination vont acquérir leur phénotype mature et perdre leur 

capacité motile afin de commencer à myéliniser les axones environnants. L’OPC devient un 

pré-oligodendrocyte (pré-OL) puis un OL mature. Le pré-OL est caractérisé par une 

augmentation de son arborisation et son immunoréactivité à l’anticorps O4 (figure 5). 

 

 Les OL matures commencent à exprimer les différentes protéines spécifiques à la 

myéline telles que PLP, MBP, MAG, CNP et en dernier lieu la protéine MOG qui est le signe 

final de la maturation oligodendrocytaire. L’observation de leur ultra structure en microscopie 

électronique par transmission met en évidence un corps cellulaire relativement petit (entre 10 

à 20µm) avec un cytoplasme sombre pourvu de nombreuses organelles. Leur noyau de forme 

ovoïde regroupe de nombreux clusters d’hétérochromatine. Bien qu’il n’existe pas 
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d’organelles qui seraient spécifiques aux OL, on peut dénoter la présence de corps lamellaire 

dense dans le cytoplasme des OL matures (Mori et Leblond 1970). Les OL ne forment 

cependant pas une masse homogène de cellules possédant toutes les mêmes caractéristiques. 

Plusieurs classifications ont été basées sur leur morphologie. Déjà lors de leur découverte, Pío 

del Río-Hortega décrivit 4 classes d’OL en fonction de leur taille, leur forme ainsi que des 

caractéristiques de leurs prolongements et des axones qu’ils myélinisent (Pérez-Cerdá et al. 

2015). Mori et Leblond distinguèrent 3 sous types d’OL basés sur les variations de densité du 

cytoplasme (Mori et Leblond 1970). Ils différencient ainsi les OL clairs, qui sont les plus 

larges et constituent 6% de la population dans le corps calleux, les OL medium qui ont une 

taille plus petite possèdent un noyau plus dense et foncé ainsi que de nombreux 

prolongements, puis les OL « foncés » qui possèdent peu de prolongements et représentent 

40% des cellules. En utilisant des critères morphologiques et biochimiques, Butt et al. 

distinguent 4 types d’OL en fonction de leur forme et de la façon dont ils myélinisent les 

axones, différenciant des petits OL pouvant myéliniser plusieurs petits axones, des grands OL 

ne myélinisants que quelques grands axones ainsi que deux types intermédiaires (Butt et al. 

1995). 

La formation de la gaine de myéline est un phénomène qui requiert (1) des OL matures 

caractérisés par de nombreux prolongements, (2) l’établissement d’un contact entre ces 

prolongements et les axones à myéliniser, (3) l’élaboration des membranes de myéline et 

l’enroulement de cette membrane autour de l’axone et (4) la compaction de cette membrane 

aboutissant à la gaine de myéline mature. La façon dont la myélinisation s’accomplit n’est pas 

encore bien comprise. Elle semble impliquer l’expression d’une multitude de signaux 

intrinsèques et extrinsèques capables de déclencher des re-modélisations du cytosquelette 

d’actine afin de procéder à la formation et l’extension des prolongements oligodendrocytaires 

permettant de venir contacter les axones à myéliniser (Bauer et al. 2009). Des re-
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modélisations rapides du cytosquelette d’actine sembleraient de même être impliquées dans le 

processus d’enroulement de la gaine de myéline autour de l’axone, et pourraient être 

coordonnées par l’expression de la protéine MBP (Hughes et Appel 2016). 

1.1.5 Les pathologies de la myéline 

La mort des OL a pour conséquence une mauvaise formation et/ou une destruction de 

la gaine de myéline centrale. La perte des OL impacte de manière indirecte la communication 

neuronale en perturbant la conduction de l’influx nerveux pouvant avoir des conséquences 

plus ou moins graves en fonction de la sévérité de la perte oligodendrocytaire et de la région 

touchée. Parmi les pathologies portant atteinte à la myéline, on peut distinguer deux types 

impliquant deux mécanismes physiopathologiques différents : les maladies dites 

démyélinisantes et dysmyélinisantes/hypomyélinisantes. De manière additionnelle, de 

nombreuses pathologies neurodégénératives sont connues pour comporter des atteintes de la 

myéline pouvant participer au tableau clinique de ces maladies. 

1.1.5.1 Pathologies démyélinisantes 

Les pathologies dites démyélinisantes impliquent que la gaine de myéline est 

correctement formée lors du développement de l’individu mais est ensuite détruite par les 

conséquences de la maladie. Bien que des dommages axonaux soient souvent retrouvés dans 

ce type de pathologie suite à la destruction de la gaine de myéline, on ne classe dans les 

pathologies démyélinisantes que celles ou les dommages de la myéline sont la cause et non la 

conséquence de l’axonopathie. La gaine de myéline centrale est susceptible d’être détruite par 

de nombreux facteurs exogènes tels que des infections virales, les accidents vasculaires 

cérébraux, des carences nutritionnelles (comme une carence en vitamine B12), certains poisons 

et médicaments tels que la chimiothérapie ainsi que l’abus d’alcool (Miller et al. 2005; Love 
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2006; Dietrich 2010; Vargas et al. 2014). La démyélinisation peut aussi être la conséquence 

de pathologies à l’étiologie pouvant être variable : maladies immunitaires, inflammatoires ou 

métaboliques (Love 2006). 

La SEP est la pathologie démyélinisante la plus commune. Affectant les jeunes 

adultes, elle représente la première cause de handicap sévère non traumatique chez les 

trentenaires et donne lieu à des perturbations motrices, cognitives et sensitives. Son étiologie 

n’est pas connue mais semble être la résultante de l’interaction entre différents facteurs 

environnementaux et génétiques. La SEP est initiée par une réaction auto-immune dirigée 

contre les OL et la gaine de myéline, cette réaction est médiée par l’activation des 

lymphocytes T dans le système immunitaire périphérique. Ces cellules vont ensuite traverser 

la barrière hémato-encéphalique où elles seront à l’origine de l’activation de l’inflammation et 

de l’infiltration des macrophages produisant un environnement menant à la mort des OL et à 

la démyélinisation (Wu et Alvarez 2011). La SEP évolue généralement en différents plateaux 

ou l’inflammation décroît, laissant la place à des mécanismes de remyélinisation. Cependant, 

ces périodes de remyélinisations ne sont pas suffisantes pour réparer les dégâts occasionnés 

par la maladie (Podbielska et al. 2013). 

Des maladies moins communes telles que la neuromyélite optique ou la sclérose 

concentrique de Balo sont aussi des pathologies dans laquelle l’activation du système 

immunitaire et l’inflammation vont engendrer une démyélinisation (Love 2006). La 

neuromyélite optique est caractérisée par une démyélinisation des nerfs optiques engendrant 

des épisodes aigus de cécité et de paraparésie ou tetraparésie, accompagnés de troubles 

sensoriels et sphinctériens (de Seze et al. 2016). La sclérose concentrique de Balo est 

considérée comme un variant de la SEP dans laquelle la lésion de démyélinisation est 

caractérisée par une disposition concentrique de bandes de myéline séparées par des bandes 

de démyélinisation (Hardy et Miller 2014). 
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1.1.5.2 Pathologies dysmyélinisantes/hypomyélinisantes 

Les maladies dysmyélinisantes et hypomyélinisantes provoquent des anomalies dans 

la formation ou le maintien de la gaine de myéline au sein du système nerveux. Les processus 

pathologiques interférant avec le développement de la myéline donnent lieu à une 

hypomyélinisation du SNC qui est différentiable de la démyélinisation par son pattern en 

IRM. Le critère diagnostique de l’hypomyélinisation est une absence de changement dans le 

pattern IRM de myélinisation incomplète sur deux examens réalisés à 6 mois d’intervalle 

(Steenweg et al. 2010). Les leucodystrophies, terme qui regroupe un ensemble de maladies 

génétiques orphelines affectant la myéline, ont souvent été classifiées comme pathologies 

dysmyélinisantes de par leur origine « acquise » provoquant des perturbations de la substance 

blanche. Cependant, l’analyse par IRM a démontré que la plupart des leucodystrophies 

montrait un pattern démyélinisant plutôt qu’hypomyélinisant (Boespflug-Tanguy et al. 2008). 

Ainsi, en utilisant l’IRM comme critère de différenciation entre 

dysmyélinisation/hypomyélinisation et démyélinisation, la plus prototypique des 

leukodystophies dysmyélinisantes/hypomyélinisantes est la maladie de Pelizaeus-Merzbacher 

(PMD) dans laquelle des mutations affectant la synthèse de la protéine majoritaire de la 

myéline, la PLP, empêchent la formation correcte de la gaine de myéline. Cette pathologie 

fera l’objet du chapitre 2 de cette thèse. Ces 20 dernières années, d’autres pathologies 

présentant un pattern IRM hypomyélinisant ont été décrites incluant la maladie de Salla, le 

syndrome de Cockayne, le syndrome de Tay, l’hypomyélinisation avec atrophie des ganglions 

de la base et du cervelet et la pathologie Pelizaeus-Merbacher-like (Steenweg et al. 2010). 

Cette dernière présente les mêmes symptômes que ceux rencontrés dans la PMD ainsi qu’une 

hypomyélinisation diffuse du SNC engendrée par des mutations dans le gène GJA12 codant 

pour une connexine présente au niveau des gap jonctions, la connexine 47, qui est retrouvée 

exprimée de manière très importante dans les OL (Bugiani et al. 2006).  
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1.1.5.3 Pathologies avec atteintes de la gaine de myéline  

Le rôle des cellules gliales et notamment des OL et de la myéline a souvent été sous-

estimé dans le fonctionnement du système nerveux par rapport à l’importance accordée aux 

neurones. Cependant, de plus en plus d’études démontrent des atteintes touchant à la gaine de 

myéline dans les pathologies neurodégénératives et psychiatriques. Ces atteintes sont 

susceptibles de participer aux problèmes moteurs et cognitifs rencontrés et permettent 

d’établir de nouvelles pistes de recherches sur l’origine de ces pathologies ainsi que 

d’élaborer des nouvelles stratégies thérapeutiques.  

1.1.5.3.1 Pathologies psychiatriques  

La schizophrénie est une maladie psychiatrique affectant 1% de la population en se 

manifestant par un ensemble de symptômes très variables pouvant être regroupés en 

symptômes positifs et négatifs. Les symptômes positifs incluent hallucinations, 

désorganisation de la pensée et délires alors que les symptômes négatifs se traduisent par une 

apathie, une perte de volonté, anhédonie et aboulie. La mémoire, les émotions, le langage et 

l’attention sont aussi altérés chez les patients schizophrènes. L’origine de cette pathologie 

n’est pas connue mais les théories actuelles postulent qu’elle pourrait résulter d’un trouble de 

la connectivité neuronale (Harrison et Weinberger 2005). Ces troubles de connectivité 

peuvent résulter de différentes altérations (dysfonctions synaptiques, mauvaise intégration des 

circuits corticaux…). De nombreuses études combinant analyses post-mortem et études in 

vivo par IRM ont démontré des anomalies de la myéline chez les patients schizophrènes 

(Davis et al. 2003; Martins-de-Souza et al. 2009). L’hypothèse sous-jacente est que les 

anomalies de myélinisation pourraient engendrer ou contribuer à la mauvaise connectivité 

neuronale retrouvée chez les patients par l’altération de la transmission de l’influx nerveux et 

ainsi occuper une place importante dans la physiopathologie de la maladie.  
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Une autre pathologie psychiatrique dans laquelle des anomalies de la gaine de myéline 

sont suspectées de jouer un rôle est le trouble bipolaire. Le trouble bipolaire est un trouble de 

l’humeur caractérisé par l’alternance de phase dépressive et de phase d’euphorie appelée 

« état maniaque ». Une étude d’imagerie fonctionnelle a mis en évidence une altération 

bilatérale des faisceaux de substance blanche dans les zones cérébrales impliquées dans la 

régulation des émotions (amygdale, cortex cingulaire). De manière intéressante, ces anomalies 

de la myéline sont réduites chez les patients traités aux sels de lithium, utilisés pour soigner 

les phases maniaques de la pathologie (Benedetti et al. 2011).  

1.1.6.3.2 Pathologies neurodégénératives 

Le plus grand facteur de risque d’apparition des pathologies neurodégénératives est le 

vieillissement. Une diminution progressive de la substance blanche est retrouvée lors du 

vieillissement normal et une théorie émise par Bartzokis pose la myéline au centre du 

développement des pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer 

(Bartzokis 2011). Sa théorie se base sur le fait que la myéline devient plus fragile au cours du 

vieillissement et que sa capacité de régénération face aux dommages environnementaux et 

génétiques diminue progressivement. La destruction de la gaine de myéline avec l’âge 

formerait ainsi un terreau favorable au développement des pathologies neurodégénératives via 

différents mécanismes (Bartzokis 2004). La diminution de la conduction nerveuse causée par 

la perte de myéline engendre une perturbation de la synchronisation neuronale pouvant porter 

atteinte aux fonctions cognitives (Fornari et al. 2012). De plus, la dégénérescence des OL 

induit une perte de production de facteurs neuroprotecteurs tels que les neurostéroïdes 

pouvant être délétère pour la survie des cellules nerveuses (Melcangi et al. 2008).  
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1.2 La maladie de Pelizaeus-Merzbacher 

1.2.1 Introduction 

La maladie de Pelizaeus-Merzbacher (PMD) est une pathologie dysmyélinisante 

d’origine génétique faisant partie de la famille des leucodystrophies. La PMD a été décrite la 

première fois en 1885 par un médecin allemand, Friedrich Pelizaeus, qui fit le tableau clinique 

d’une famille dont 5 individus masculins étaient touchés par un retard développemental 

moteur et cognitif incluant des mouvements oscillatoires involontaires des yeux (nystagmus), 

des tremblements, une quadriparésie spastique et une ataxie évoluant de manière progressive 

(Pelizaeus 1885). Friedrich Pelizaeus observa que la maladie était transmise exclusivement 

par la mère mais qu’elle n’affectait pas les individus féminins. En 1909, Ludwig Merbacher 

réexamina cette famille, qui comprenait alors 14 individus atteints (Merzbacher 1910). Une 

analyse post-mortem détaillée de l’encéphale d’un individu atteint lui a permis de mettre en 

évidence une perte massive de la myéline dans la substance blanche.  

Dans les années 80, le gène PLP1 codant pour la PLP (protéine majoritaire de la 

myéline) est localisé sur le chromosome X et l’association génétique entre ce gène et la PMD 

est ainsi suggérée (Willard et Riordan 1985). Cette association fut confirmée par la suite avec 

l’identification de mutation chez des individus atteints de PMD (Hudson et al., 1989). 

L’existence de nombreux modèles animaux présentant spontanément des mutations dans le 

gène PLP1 et présentant des phénotypes cliniques sévères rappelant la pathologie humaine a 

fortement aidé à la caractérisation de la PLP et à l’établissement du lien entre les mutations 

génétiques et la pathologie humaine (Duncan et al. 2011) (Tableau 1).  

Aujourd’hui, il est commun de regrouper les leucodystrophies dysmyélinisantes ayant 

pour origine des mutations dans le gène PLP1 sous le terme de « PLP-pathies ». Les PLP-
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pathies englobent l’entièreté du spectre de la PMD ainsi qu’une entité décrite auparavant 

comme nosographiquement distincte, la paraplégie spastique de type 2 (SPG2), dont l’origine 

liée à des mutations sur le gène PLP1 fut découverte par la suite (Saugier-Veber et al. 1994; 

Cambi et al. 1996; Lee et al. 2004). La SPG2 est indissociable sur des critères objectifs de la 

forme la plus modérée de PMD nommée « syndrôme PLP1-null » (Hobson et Kamholz 1999). 

Ainsi, nous garderons le terme PMD au cours de cette thèse en y incluant la forme PLP1-

null/SPG2.  
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Année PMD PLP1 

Animaux avec 

mutations plp1 

1885 Première description par 

Pelizaeus 

  

1910 Description et autopsie 

d’une famille atteinte par 

Merzbacher  

  

1951  (Folch et Lees 1951) 

Découverte de la 

protéolipide-protéine 

(PLP)  

 

1954   (Phillips 1954) 

souris jimpy   

1957  (Folch et al. 1957) 

isolation de la PLP  

 

1964 (Zeman et al. 1964) 

hypothèse d’un déficit de 

PLP dans la PMD  

  

1970 Seitelberger: formes 

“classique,” “néonatale,” et 

“transitionnelle” de PMD  

  

1984   (Kerner et Carson 1984) 

déficits de production de 

PLP chez la souris jimpy  

1985 (Willard et Riordan 1985) 

gene PLP1 localisé sur le 

chromosome X  

  

1986  (Morello et al. 1986) 

PLP et DM-20 sont des 

transcrits du même 

gène  

 

1987 (Koeppen et al. 1987) 

déficits en PLP dans la 

PMD  

  

1989 (Hudson et al. 1989) 

mutation ponctuelle dans le 
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Tableau 1 : Historique de la découverte des liens entre la PMD, la découverte de la PLP et la 

localisation de son gène PLP1 sur le chromosome X.  

Adapté de Koeppen (2005). 

 

1.2.2 Incidence et prévalence dans la population 

La PMD est une pathologie rare pour laquelle il n’existe que très peu de données sur 

sa prévalence (nombre de cas existant dans la population) et son incidence (proportion de 

nouveaux cas). Une étude menée en 1996 en Allemagne a estimé l’incidence des formes 

majeures de leucodystrophies dans la population à 2.0/100,000 naissances et la PMD 

identifiée par test génétique à 0.26/100,000 naissances (Heim et al. 1997). Cependant, ce 

chiffre devrait être revu à la hausse sachant qu’à cette époque les tests génétiques ne 

permettaient pas d’identifier la forme majoritaire de PMD liée à une duplication de gène 

(voir chapitre 1.2.4). Deux études plus récentes réalisées aux Etats-Unis et au Japon 

reportent une incidence respective de 1.9/100,000 et 1.45/100,000 naissances (Bonkowsky 

gène PLP1 chez un patient 

PMD  

1990   (Griffiths et al. 1990) 

défaut de production de 

PLP chez la souris 

rumpshaker (rsh)  

1991 (Raskind et al. 1991) 

suppression complète du 

gène PLP1 chez une famille 

PMD  

  

1994 (Saugier-Veber et al. 1994) 

La SPG2 est allélique à la 

PMD 
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et al. 2010; Numata et al. 2014). Au sein de cette dernière étude, la prévalence des cas est 

estimée à 0.78/100,000.  

1.2.3 Formes cliniques et symptomatologie  

La PMD est une maladie à large spectre clinique. La classification établie par 

Seitelberger en associant symptômes cliniques et caractéristiques neuropathologiques 

délimitait deux formes de la pathologie : la forme néonatale caractérisée par l’absence totale 

de myéline et la forme classique dans laquelle la substance blanche forme des lésions de type 

« tigroïde » (Seitelberger 1995; Hobson et Garbern 2012). Les différents types de PMD sont 

actuellement vus comme un spectre hétérogène allant de la forme la plus sévère (forme 

néonatale) à une forme plus transitoire (forme classique) jusqu’à la forme la plus modérée 

(syndrome PLP1-null/SPG2). Au vu de l’hétérogénéité rencontrée dans le spectre de la PMD, 

une classification alternative a été proposée, se superposant à la nosographie classique 

(Cailloux et al., 2000). Elle s’établit en fonction du niveau moteur développé par les patients : 

aucune acquisition motrice (forme 0), tenue de la tête (forme 1), tenue en position assise 

(forme 2), tenue debout/marche avec assistance (forme 3), marche autonome (forme 4). Les 

signes neurologiques rencontrés reflètent directement le retard de myélinisation au niveau du 

SNC et sont notamment un nystagmus reflétant l’hypomyélinisation des nerfs occulomoteurs, 

une ataxie et une hypotonie pouvant évoluer en spasticité, des crises d’épilepsie et un retard 

cognitif. Ces différents symptômes apparaissent de manière plus ou moins précoce avec une 

différence de sévérité selon la forme rencontrée.  

La forme néonatale (formes 0-1) est la forme la plus rare et la plus sévère. Elle 

apparaît directement à la naissance ou pendant les premières semaines de vie et progresse de 

manière très rapide jusqu’à la mort du patient. Cette forme implique des troubles 

neurologiques très sévères ainsi qu’une démyélinisation totale (Spalice et al., 2000).  
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Les symptômes rencontrés incluent un nystagmus pendulaire irrégulier avec une composante 

elliptique battant vers le haut présent dès la naissance, un stridor (bruit aigu et anormal émis 

lors de la respiration) ainsi qu’une hypotonie qui évoluent en une spasticité sévère pendant 

l’enfance. La présence de crise épileptique peut être dénotée. Les enfants atteints ne sont pas 

capables d’accéder à la marche et le langage ne se développe pas, même s’il est possible 

d’établir une communication non verbale. Il est souvent requis de nourrir les patients à l’aide 

d’une sonde d’alimentation. Leur espérance de vie ne dépasse généralement pas la période de 

l’adolescence. 

La forme classique de la PMD (formes 2-3) est celle ayant été découverte 

originellement par Pelizaeus et Merzbacher. C’est la forme la plus commune et implique le 

plus souvent des duplications du gène PLP1. Cette forme débute dans les 5 premières années 

de la vie. Un nystagmus apparait au cours des deux premiers mois et disparait par la suite 

entre 2 et 5 ans. Par la suite, apparaissent une hypotonie, des titubations de la tête ainsi qu’une 

ataxie. Les patients sont capables d’atteindre certains jalons développementaux tels que la 

capacité à s’asseoir, à se tenir debout et peuvent apprendre à marcher avec assistance. 

Cependant, si des améliorations motrices sont observées jusqu’à environ 10-12 ans, un 

plateau est vite atteint et une détérioration est observée vers 10-15ans. Les patients sont 

capables d’apprendre à parler mais avec des troubles dans l’articulation de la parole 

(dysarthrie). Les crises d’épilepsies peuvent être présentes mais restent assez rares. 

L’espérance de vie moyenne se situe vers 40 ans mais avec une variabilité assez prononcée 

(±11 ans) (Nave et Boespflug-Tanguy 1996).  

La forme la plus modérée de PMD (forme 4) est désignée par le terme « syndrome 

PLP1-null ». Comme indiqué dans l’introduction de ce chapitre, cette forme n’est pas 

clairement dissociable sur des critères objectifs de la SPG2. Dans cette forme, les déficits 

apparaissent au cours des 5 premières années de la vie et impliquent un retard 
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développemental pouvant s’accompagner d’une neuropathie périphérique. Une quadriparésie 

spastique modérée peut être présente. Le nystagmus retrouvé dans les deux autres formes 

n’est pas systématiquement présent ici. Les patients sont généralement capables d’apprendre à 

marcher de manière autonome et le langage se développe normalement.  

1.2.4 Génétique 

Le gène PLP1 est localisé sur le chromosome X mais la maladie affecte 

essentiellement les individus masculins. En effet, les hommes héritant du chromosome X 

porteur de la mutation PLP1 sont directement affectés par la maladie. Alors que les femmes 

sont majoritairement des porteuses saines. Chez elles, la présence d’un deuxième 

chromosome X sain est suspectée compenser les déficits de production de PLP induit par la 

mutation. Au vu de la sévérité de la maladie, les hommes atteints ne peuvent généralement 

pas avoir d’enfants, c’est pourquoi la maladie est habituellement transmise par les femmes 

porteuses de la mutation. Ainsi, des mutations de novo peuvent apparaitre à tout moment et 

passer à travers des générations d’individus de type féminin jusqu’au moment où apparait le 

premier cas. Les femmes porteuses ont ainsi 1 risque sur 2 de transmettre le gène à leurs fils et 

à leurs filles. Ce risque est identique pour chaque grossesse. Les fils héritant du gène seront 

affectés tandis que les filles seront porteuses saines dans la majorité des cas.  

La PMD a longtemps été considérée comme une maladie à transmission récessive liée 

au chromosome X. Cependant, une rare proportion de cas de PMD chez des individus 

féminins a été recensée (Hodes et al. 1997; Vaurs-Barriere et al. 2003; Hurst et al. 2006). De 

manière générale, la pathologie est moins sévère chez les femmes que chez les hommes, avec 

une apparition progressive des symptômes vers l’adolescence ou le début de l’âge adulte. 

Cependant, chez certaines femmes on retrouve une pathologie très précoce marquée par une 

paralysie spastique exprimée durant l’enfance (Hodes et al. 1995; Inoue et al. 2001) suggérant 
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une forme dominante d’expressivité variable chez les femmes hétérozygotes. Les mécanismes 

moléculaires de cette variabilité n’ont pas encore été élucidés à ce jour. L’hypothèse la plus 

probable est que cette hétérogénéité serait sous-tendue par les phénomènes d’inactivation du 

X, processus épigénétique permettant d’équilibrer les dosages des gènes liés au chromosome 

X chez les individus féminins.  

Il existe une grande variété de mutations causant la PMD. Ces mutations impliquent 

des duplications, des mutations ponctuelles ainsi que des délétions entières ou partielles du 

gène PLP1 (figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Illustration schématique des 3 mécanismes de mutations impliqués dans la PMD. 

D’après Xia et Wang (2013). 
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Les duplications sont les mutations les plus fréquentes représentant entre 60 et 70% 

des cas de PMD (Inoue et al., 1999; Mimault et al., 1999; Sistermans et al., 1998). Ces 

duplications sont de taille variable, pouvant aller de moins de 100kb à 9 Mb ou plus (Hobson 

et Garbern 2012). Les duplications du gène PLP1 créent des copies supplémentaires donnant 

lieux à une augmentation de l’expression de la protéine PLP/DM20. A priori, il n’existe pas 

de relation entre le nombre de copies supplémentaires de PLP1 et la sévérité de la pathologie 

Dans la majorité des pathologies impliquant des duplications de gène, celles-ci sont causées 

par des mécanismes de recombinaison telle que la recombinaison allélique non homologue 

(NAHR) ou la jonction des extrémités non homologues (NHEJ). Cependant, dans le cas de la 

PMD, il a été démontré que certains des réarrangements chromosomiques permettant la 

création de copies supplémentaires du gène PLP1 sont dus à un mécanisme particulier et non 

conventionnel appelé FoSTEs (Fork Stalling and Template Switching) (Lee et al., 2007). De 

manière rare, des triplications et quintuplations de gène peuvent aussi être retrouvées (Beck et 

al. 2015).  

Les mutations ponctuelles représentent environ 20% des cas de PMD (Inoue, 2005). 

Elles peuvent être faux-sens, résultant en la substitution d’acides aminés ou non-sens donnant 

lieu à une protéine tronquée. Quand ces mutations sont situées dans les régions codantes, elles 

sont capables d’affecter la conformation protéique de PLP. Des mutations ponctuelles au 

niveau des introns ont aussi été mises en évidences (Taube et al. 2014).  

Le dernier type de mutation impliqué est la délétion partielle ou entière du gène PLP1. 

Ce type de mutation représente de manière surprenante la cause la plus rare de PMD, en 2005 

seulement trois familles avaient été identifiées dans la littérature (Raskind et al. 1991; Inoue et 

al. 2002). De plus, les régions supprimées par les délétions sont de taille beaucoup plus petites 

que celles qui sont retrouvées dans les duplications. Une hypothèse serait que les délétions 
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sont très rares et impliquent de petites portions du gène car des délétions plus importantes 

seraient létales ou pourraient jouer sur l’infertilité. 

Il est important de noter qu’il existe au sein de cette pathologie un lien génotype-

phénotype (figure 8). Les délétions de gène ainsi que les mutations ponctuelles empêchant la 

synthèse de PLP ont été reconnues comme étant directement responsables des formes les plus 

modérées de PMD (Cailloux et al. 2000). Même si la corrélation est moins parfaite, les formes 

les plus sévères de PMD sont, dans la grande majorité des cas, causées par des mutations 

ponctuelles de type faux-sens. Il a été démontré que les mutations faux-sens touchant la 

région N-terminale causent le phénotype le plus sévère, alors que celles affectant le second 

domaine intracellulaire peuvent induire tout type de forme de PMD. Ainsi la sévérité associée 

avec une mutation ponctuelle particulière est définie par son impact final sur la conformation 

de la protéine (Garbern 2007). Les duplications de gène sont majoritairement responsables de 

la forme classique (Cailloux et al. 2000). Cette corrélation suggère que la surexpression ou la 

mauvaise expression de la PLP est plus délétère que son absence totale, démontrant que le 

mécanisme régulant la sévérité de la pathologie est dû à un gain de toxicité plutôt qu’à la perte 

de la protéine fonctionnelle. De même, dans la famille des mutations ponctuelles, les 

mutations affectant la bonne conformation de PLP donnent lieu à un phénotype clinique 

sévère alors que les mutations non-sens causent une pathologie modérée. En effet, les 

mutations non-sens vont être dégradées par un mécanisme de surveillance de l’ARNm qui 

veille à éliminer les ARNm possédant des codons stop prématurés (Inoue 2005). Chaque type 

de mutation est ainsi susceptible d’induire des mécanismes physiopathologiques propres sous-

tendant la sévérité de la dysmyélinisation et les symptômes associés.  
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1.2.5 Diagnostique et traitement 

Le diagnostic de la PMD/SPG2 repose sur l’examen des signes cliniques et se base sur 

l’analyse des troubles neurologiques typiques de la maladie, la présence d’anomalie de la 

myéline en imagerie par résonnance magnétique et sur un test génétique permettant de mettre 

en évidence la présence de mutations sur le gène PLP1. Le diagnostic différentiel inclut la 

 

Figure 8 : Illustration des relations entre phénotype et génotype dans la PMD. 

Le rectangle en haut représente les classifications des formes cliniques de la PMD 

historiquement utilisées. En bas du rectangle est présentée la classification numéraire proposée 

par Cailloux et al. (2000). Cette classification, qui est plus hétérogène, se base sur la sévérité 

des symptômes moteurs allant de 0 (très sévère) à 4 (légers). En dessous de la classification 

numéraire est représentée la distribution gaussienne des mutations associées au phénotype 

clinique. Il est important de noter que chaque type de mutation peut causer plusieurs 

phénotypes, ainsi il n’est pas possible de prédire à partir des manifestations cliniques, la 

mutation qui est impliquée. D’après Inoue (2005). 
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maladie de Krabbe, de Canavan, la leucodystrophie métachromatique, la maladie d'Alexander, 

la paraplégie spastique familiale, la maladie Pelizaeus-Merzbacher-like et l'infirmité motrice 

cérébrale (Hobson et Kamholz 1999).  

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est un outil diagnostique très utile pour 

la PMD car elle permet de visualiser les défauts de myélinisation de manière non invasive. 

Dans le cerveau sain en développement, la myélinisation peut être observée en IRM par un 

changement de l’hypo-signal T1 en hyper-signal et la formation complète de la gaine de 

myéline est identifiée par un changement de l’hyper-signal T2 en hypo-signal (Barkovich et 

al. 1988; Sie et al. 1997). Le cerveau des patients atteints de PMD montrent une hyper-

intensité T2 (figure 9) comparable à celle retrouvée chez les nouveau-nés. L’hyper-signal T2 

est présent de manière caractéristique dans toute la substance blanche permettant de la 

distinguer d’autres pathologies où les anomalies se retrouvent généralement localisées de 

manière spécifique. Le signal obtenu en T1 reste généralement normal et n’est donc pas 

intéressant pour le diagnostique. L’hyper-signal T2 dans l’encéphale corrèle de manière 

partielle avec le degré d’hypomyélinisation permettant de distinguer les formes plus modérées 

(PLP-null/SPG2) des formes classiques. Cependant, la différence entre les formes classiques 

et néonatales sont minimes au sein de la substance blanche ne permettant pas de les 

différencier (Inoue 2005). Une étude indique toutefois que ces deux formes pourraient être 

identifiées par les degrés de dysmyélinisation détectés dans le tronc cérébral (Takanashi et al. 

1999).  
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Il existe une grande difficulté à différencier les pathologies hypomyélinisantes, ainsi 

seul un test génétique permettant de mettre en évidence une mutation sur le gène PLP1 permet 

de poser le diagnostic précis de PMD. Les duplications étant les formes les plus répandues, 

une grande variété de technique est disponible afin de les identifier. Ces techniques 

permettent aussi de détecter les délétions. Les plus communément utilisées sont la PCR et 

l’hybridation in situ en fluorescence (FISH) permettant de mettre en évidence des 

 

Figure 9: Images pondérées en T2 d’un sujet sain âgé de 3ans (A) et d’un patient du même 

âge atteint de PMD (B). 

Les zones de la substance blanche hypo myélinisée présentent un hyper- signal diffus 

(flèche noire) comparativement à l’hypo-signal obtenu chez l’enfant sain chez qui la 

myélinisation est complète (flèche blanche). 

D’après Nave et Boespflug-Tanguy (1996). 
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changements dans le nombre de copies du gène (Xia et Wang 2013). Cependant, ces 

méthodes n’aident pas à déterminer si les répétitions sont en tandem ou insérées ailleurs dans 

le génome. Si aucune duplication ou délétion n’est trouvée par ces méthodes, un séquençage 

est requis pour la détection des mutations ponctuelles. L’utilisation de ces techniques peut 

permettre de procéder à un diagnostique pré-implantatoire chez les couples à risques afin de 

procéder à une fécondation in vitro des embryons non porteurs de la mutation (Verlinsky et al. 

2006).  

Un défaut dans la réponse auditive évoquée du tronc cérébral (Auditory Brainstem 

Response, ABR) a été retrouvé dans les leucodystrophies congénitales dont fait partie la 

PMD. Du fait que l’ABR est une réponse facilement mesurable chez les nourrissons et les 

enfants en bas âge, les auteurs proposent qu’une association entre ABR et détection de signe 

clinique précoce tel que le nystagmus pourrait être un outil de diagnostique précoce de ce type 

de pathologie avant que ne puissent s’effectuer les analyses IRM (Numata et al. 2014).  

Une autre étude a mis en évidence une atrophie cérébrale évoluant de manière plus 

rapide que la démyélinisation observée par hyper-signal T2 chez des patients PMD pouvant 

représenter un nouveau biomarqueur pertinent pour suivre l’évolution de la pathologie (Sarret 

et al. 2016).  

Bien que les études ne s’accordent pas de manière claire, il semblerait que des 

variations dans des métabolites tels que la N-acetylaspartate et la choline aient été observées 

dans la PMD grâce à la technique de résonnance magnétique du proton (Spalice et al. 2000; 

Pizzini et al. 2003; Takanashi 2015). Un changement dans l’expression de ces marqueurs est 

interprété comme le signe d’altérations axonales (Bjartmar et al. 2002) suggérant que 

l’utilisation de cette technique pourrait permettre de suivre l’évolution de la 

neurodégénérescence présente dans la PMD.  



Introduction 

 

64 

 

A ce jour, il n’existe pas de traitement efficace pour la PMD. La prise en charge des 

patients fait appel à une équipe multidisciplinaire, impliquant neurologues, kinésithérapeutes, 

orthopédistes, pneumologues et gastro-entérologues. Une gastrostomie peut être nécessaire 

pour les patients présentant des problèmes d’alimentation de type dysphagie. Des 

antiépileptiques peuvent être prescrits si nécessaire. Pour la spasticité, une kinésithérapie 

associée à un traitement anti-spastique (baclofène, diazépam, tizanidine) est mise en place 

Une chirurgie correctrice peut être requise en cas de scoliose sévère altérant la fonction 

respiratoire. Il est conseillé d’effectuer un suivi neurologique de manière annuelle ou semi-

annuelle pendant l’enfance afin de surveiller l’évolution de la pathologie.  

1.2.6 Physiopathologie  

Au vu de la relation entre génotype et phénotype chez les patients, il semblerait que les 

différents types de mutations impliquent des processus cellulaires distincts pouvant aboutir in 

fine à une dysmyélinisation plus ou moins prononcée sous-tendant l’expression d’une 

pathologie plus ou moins sévère. Les mécanismes induisant la dysmyélinisation peuvent 

résulter d’une perte de fonction de la protéine PLP liée à son absence d’expression induite par 

les délétions ou à un gain de fonction toxique induite par les duplications et les mutations 

ponctuelles. La recherche sur les mécanismes sous-tendant les déficits de myélinisation chez 

les patients PMD a fortement été facilitée par la disponibilité de modèles murins modélisant la 

pathologie (Sidman et al. 1964; Griffiths et al. 1990; Yool et al. 2000; Duncan et al. 2011). 
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1.2.6.1 Perte de fonction  

1.2.6.1.1 Délétions 

De manière surprenante, la perte d’expression de la PLP induit la forme la plus 

modérée de la pathologie. Chez une lignée transgénique abolissant l’expression de la PLP, les 

OL semblent se développer de manière normale, se différencier et myéliniser correctement le 

SNC (Klugmann et al. 1997). Les souris apparaissent phénotypiquement normales jusqu’à 

leur première année de vie, période durant laquelle leur performances motrices commencent à 

décroitre (Griffiths et al. 1998). L’analyse ultra-structurale de la myéline chez ces animaux à 

permis de mettre en évidence des défauts subtiles dans la gaine de myéline. La structure 

multi-lamellaire présente des défauts de compactions, les lamelles ayant tendance à se 

dissocier les unes des autres induisant une instabilité de la structure. La décompaction de la 

myéline se traduit par une formation anormale des lignes intra-périodiques (Rosenbluth et al. 

2006). Ces anomalies de compaction sont couplées à une dégénérescence axonale progressive 

(Griffiths et al. 1998). L’absence de PLP cause l’accumulation d’organelles au sein de l’axone 

traduisant des perturbations du transport axonal rétrograde et antérograde (Edgar et al. 2004). 

Ceci est cohérent avec une étude réalisée en 2002 chez des patients PLP1-null démontrant en 

post-mortem une dégénérescence axonale le long du tractus cortico-spinal, dans les pyramides 

bulbaires et dans le faisceau gracile. Dans cette même étude, une analyse in vivo par 

spectroscopie RMN a permis de mettre en évidence une diminution de marqueurs axonaux en 

absence d’atteintes majeures de la gaine de myéline (Garbern et al. 2002). Ces études 

indiquent que la PLP est indispensable au maintien de la compaction de la gaine de myéline et 

que celle-ci soutient l’intégrité des axones. L’absence de PLP et la déstabilisation de la 

myéline perturberait ainsi l’interaction entre OL et axones, donnant lieu à une dégénérescence 
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axonale responsable des symptômes plus modérés rencontrés dans les formes PLP1-

null/SPG2.  

1.2.6.2 Gain de fonction 

Les deux autres types de mutations à l’origine de la PMD impliquent une 

augmentation d’expression de la PLP (duplications) ou des changements conformationnels 

(mutations ponctuelles). Ces deux types de mutations causent les formes plus sévères de PMD 

(classiques et néonatales) qui se traduisent par une dys- et hypomyélinisation sévère. Ainsi, 

ces mutations sont donc suspectées d’agir à travers un gain de fonction délétère pour les OL.  

1.2.6.2.1 Duplications 

La présence de copies supplémentaires d’un gène est suspectée produire une 

augmentation d’expression protéique. Si cela n’a pas été confirmé directement chez l’humain, 

différentes lignées de souris transgéniques chez lesquelles ont été incorporées des copies 

supplémentaires de la PLP1 wild-type ont permis de montrer une augmentation de 

l’expression de PLP. Ces lignées arborent de 2 à 14 copies supplémentaires du gène et 

démontrent que sa surexpression donne lieu de manière dose-dépendante à une 

dysmyélinisation corrélée a la sévérité du phénotype clinique (Kagawa et al. 1994; Readhead 

et al. 1994; Anderson et al. 1998; Karim et al. 2007). De la même manière, les triplications et 

quintuplations de gènes chez certains patients PMD induisent un phénotype clinique encore 

plus sévère que celui causé par les duplications (Wolf et al. 2005). De manière intéressante, 

les animaux homozygotes présentant le plus de copies ont une durée de vie très courte (moins 

de trois mois) associée à une dysmyélinisation et une mort oligodendrocytaire. A l’inverse, 

certains animaux hétérozygotes développent une gaine de myéline d’apparence normale 
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suivie d’une démyélinisation progressive au cours de la première année de vie associée à une 

neurodégénérescence (Anderson et al. 1998).  

Contrairement aux délétions, la surexpression de la PLP induit la mort des OL via une 

activation de la mort cellulaire programmée (apoptose). Une augmentation de l’expression de 

la caspase-3 et du cytochrome-c associée à un clivage de PARP a été retrouvée chez ces 

animaux (Cerghet et al. 2001). La façon dont la surexpression de PLP mène à la mort 

oligodendrocytaire et à la neurodégénérescence consécutive n’est pas encore bien comprise. Il 

a été démontré que la PLP exprimée en excès dans des cultures primaires d’OL conduit à son 

accumulation, ainsi que celle du cholestérol, au sein des endosomes tardifs et des lysosomes, 

susceptibles de perturber le transport intracellulaire et le bon fonctionnement des OL (Simons 

et al. 2002). Une réduction drastique des niveaux d’ATP (50%) a été mis en évidence dans la 

SB et la SG de manière concomitante avec une réduction du potentiel de membrane 

mitochondriale, une augmentation de l’activité du cytochrome c oxidase (l’enzyme clef de la 

phosphorylation oxidative) et une colocalisation de la PLP avec les mitochondries chez les 

souris possédant plusieurs copies de la PLP. Ces résultats démontrent que la surexpression de 

PLP induit d’importants déficits énergétiques au sein des OL pouvant engendrer ou participer 

à l’apoptose de ces cellules (Huttemann et al. 2009). Cette étude a été réalisée sur des 

cerveaux entiers, suggérant que les altérations ne sont pas dues exclusivement à des défauts 

métaboliques au sein des OL, mais sont aussi le reflet d’une souffrance neuronale. De plus, 

Boucher et al. ont démontré que la neurodégénérescence identifiée dans ces modèles semble 

être la résultante des défauts de myélinisation ainsi que de l’environnement toxique crée par la 

surexpression de PLP. Ceci a été montré par l’établissement d’une co-culture entre des 

neurones et des cellules non-gliales transfectées pour exprimer la PLP de manière importante. 

Dans ces cultures, la surexpression de PLP induit une diminution importante de la viabilité 

des neurones présents. La toxicité de la PLP proviendrait de l’altération des concentrations 
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ioniques dans l’espace extracellulaire, se traduisant par une acidification du pH (Boucher et 

al. 2002).  

Pour finir, une activation importante de la microglie associée à l’augmentation de 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α et IL-6 a été révélée chez des 

souris sur-exprimant la PLP, indiquant la stimulation d’une réponse immunitaire (Tatar et al. 

2010). Il reste maintenant à élucider le rôle que joue ce processus dans la dégénérescence des 

OL.  

1.2.6.2.2 Mutations ponctuelles 

Les mutations ponctuelles présentes dans les régions codantes de plp1 sont capables 

d'altérer la conformation finale de la protéine, conduisant à un gain de fonction toxique pour 

les OL. Les animaux « jimpy », «myelin synthesis deficient » (msd) et « rumpshaker » (rsh) 

sont 3 modèles murins présentant des mutations ponctuelles localisées à différents endroits du 

gène plp1 et se traduisant par des phénotypes distincts. Les animaux jimpy et jimpy-msd 

modélisent les formes les plus sévères de PMD et se caractérisent par la mort massive des 

oligodendocytes (Gardinier et Macklin 1988) alors que les souris rumpshaker modélisent les 

formes modérées (Griffiths et al. 1990). D’autres espèces animales peuvent être touchées par 

la pathologie, telle que le rat myelin déficient (md) et le chien shaking-pup (sh) (Duncan et al. 

2011).  

La souris jimpy possède une mutation sur le site accepteur de l'épissage de l'exon 5, 

induisant une perte de 74 paires de bases de l'ARNm et un décalage du cadre de lecture 

conduisant à la production d'une PLP tronquée dans son extrémité C-terminale (Nave et al. 

1986). Cette souris présente une dysmyélinisation importante du SNC se traduisant par un 

phénotype clinique très sévère qui se manifeste dès le 11ème jour de vie par des tremblements 

des membres postérieurs suivit de l'apparition de convulsions et une diminution de la prise de 
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poids. Les animaux finissent par mourir au cours de la 4ème semaine de vie (Sidman et al. 

1964). Le peu de myéline observé chez les souris jimpy est caractérisé par une altération des 

lignes intra-périodiques ainsi qu'une absence totale d'immunoréactivité contre la protéine PLP 

(Duncan et al. 1989). Une diminution de l’expression de la neurofascine 155, impliquée dans 

l’ancrage de la myéline avec l’axone (voir chapitre 1.1.1 de cette thèse) est observée chez ces 

animaux (Harsan et al. 2004). Cette diminution pourrait expliquer les défauts d’organisation 

des lignes périodiques et intra-périodiques susceptibles de déstabiliser la formation de la gaine 

de myéline (Harsan et al. 2004). La dysmyélinisation observée chez les souris jimpy est due à 

la mort des OL matures par apoptose (Knapp et al. 1986; Skoff 1995; Vela et al. 1996; 

Cerghet et al. 2001; Skoff et al. 2004). Une lignée immortalisée d’OL jimpy (158JP) a été 

générée afin d’aider à la compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans la 

pathologie (Feutz et al. 2001). Il a été démontré que la PLP s’insère de manière incorrecte à la 

membrane des OL 158JP donnant lieu à un défaut de la voie de signalisation de l’AMPc 

(Ghandour et al. 2002). Dans ces cellules, on observe une augmentation du potentiel de 

membrane mitochondriale ainsi qu’une production d’espèces réactives oxygénées, 

parallèlement à une augmentation de la colocalisation entre la PLP et les mitochondries 

(Baarine et al. 2009). De plus, il existe une diminution drastique des concentrations en 

plasmalogène dans les 158JP et dans des fibroblastes de patients PMD (Wood et al. 2011). 

Ces résultats suggèrent que le stress oxydatif et des déficits peroxysomaux pourraient être 

impliqués dans la mort des OL. Une élévation de la concentration en calcium intracellulaire a 

été observée dans des cultures primaires d’OL jimpy pouvant accroitre leur vulnérabilité et 

participer au déclenchement des phénomènes apoptotiques (Knapp et al. 1999). Comme pour 

les duplications, une activation de la microglie a été identifiée dans le SNC dès le 10ème jour 

de vie des souris jimpy (Vela et al. 1995; Ikeda et al. 2016). Cependant, les facteurs initiateurs 

de cette activation ainsi que son rôle au sein de la physiopathologie restent encore à élucider.  
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Les souris rsh possèdent une mutation ponctuelle localisée dans l’exon 4 résultant en 

une substitution d’acides aminés au niveau de la deuxième boucle extracellulaire. De manière 

intéressante, cette mutation est identique à celle retrouvée chez un patient atteint de la forme 

modérée de la pathologie (Svenstrup et al. 2010). Bien que présentant une hypomyélinisation 

partielle, ces souris possèdent plus de myéline que tous les autres mutants (Schneider et al. 

1992). Une augmentation du nombre d’OL est observée, indiquant que la mutation rsh 

n’induit pas de mortalité cellulaire (Griffiths et al. 1990). Ceci démontre que 

l’hypomyélinisation des souris rsh résulte d’autres mécanismes physiopathologiques encore 

inconnus à ce jour. De manière intéressante, l’expression de la mutation rsh sur un autre fond 

génétique (BH3) induit un phénotype clinique important, avec une mort prématurée des souris 

vers 40 jours et une hypomyélinisation impliquant des mécanismes apoptotiques (Al-Saktawi 

et al. 2003). Ainsi, différentes susceptibilités génétiques peuvent expliquer les variations 

d’expression de la pathologie pour une même mutation. 

Au vu des différents phénotypes causés par les mutations ponctuelles à la fois chez 

l’homme et la souris, une toxicité de la protéine PLP plus ou moins importante semble être 

mise en jeu. Une hypothèse permettant d’expliquer le lien entre la conformation de la PLP et 

la mort des OL stipule que les protéines mal conformées resteraient pour la majorité 

accumulées au sein de leur organelle de synthèse, le réticulum endoplasmique. Ce mécanisme 

sera détaillé dans le chapitre 3 de cette thèse. 
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1.3 Le stress du réticulum endoplasmique 

1.3.1 Le réticulum endoplasmique  

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite des cellules eucaryotes qui 

représente le centre de la biosynthèse, des modifications post-traductionnelles et de 

l’adressage des protéines sécrétées et transmembranaires. Le RE est impliqué dans une 

diversité d’autres fonctions telles que la biosynthèse des phospholipides, du cholestérol et des 

stéroïdes, ainsi que la dégradation du glycogène et la régulation des concentrations 

intracellulaires de calcium. Cet organite est composé d’un empilement de tubules et de 

citernes interconnectés formés au sein d’une membrane qui s’établie dans la continuité de la 

membrane nucléaire externe (figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Illustration schématique de l’organisation du réticulum endoplasmique. 

Crédit Image : Sigma-Aldrich 
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Le RE se divise en deux unités que sont le réticulum endoplasmique lisse (REL) et le 

réticulum endoplasmique rugueux (REG). Le REL participe à la synthèse des phospholipides 

et des stéroïdes ainsi qu’au stockage des ions calcium (Baumann et Walz 2001). Le REG est 

appelé ainsi à cause de la présence de ribosomes sur sa membrane qui permettent la synthèse 

des protéines destinées à être secrétées ou adressées à la membrane. Les protéines destinées à 

emprunter la voie de sécrétion pénètrent dans la lumière du RE par translocation via la 

reconnaissance d’une séquence d’adressage, appelée peptide signal. La proportion de REL et 

REG varie en fonction du type cellulaire de manière consistante avec leur fonction, une 

cellule présentant une activité sécrétoire importante contiendra majoritairement du REG 

(Voeltz et al. 2002). 

La lumière du RE possède un environnement oxydant favorable au repliement ainsi 

qu’aux modifications post-traductionnelles nécessaires à la maturation des protéines néo-

synthétisées (N-glycosylation, oligomérisation, formation des ponts disulfures…). Un 

événement essentiel conduisant au bon repliement et à la stabilisation des protéines est la 

formation de ponts disulfures. Au sein du RE, la protéine disulfure isomérase (PDI) est 

l’enzyme qui catalyse cette réaction et permet la réduction et les réarrangements des ponts 

formés de manière incorrecte (Hatahet et Ruddock 2009). Il peut arriver, en situation normale 

ou pathologique, que la biosynthèse des protéines soit perturbée. Toutes les situations 

conduisant à une altération de la fonction du RE empêchent la conformation correcte des 

protéines. De même, une production excessive de protéine est susceptible d’excéder les 

capacités de stockage provoquant leur accumulation et perturbant le fonctionnement du RE. 

Pour éviter cela, le RE possède un système de « contrôle qualité » permettant de veiller au 

bon déroulement des étapes de la biosynthèse. Ce mécanisme de surveillance permet ainsi 

d’adresser les protéines correctement synthétisées à leur cible et de dégrader les protéines mal 

conformées ou produites en excès afin de ne pas nuire au fonctionnement de la cellule. 
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Le processus de dégradation des protéines mal conformées est appelé « ERAD » 

(Endoplasmic Reticulum-Associated Protein Degradation). L’ERAD consiste en deux 

mécanismes distincts : le système ubiquitine-protéasome (ERAD1) et le système autophagie-

lysosome (ERAD2) (Fujita et al. 2007). La voie ERAD1 élimine les protéines solubles via 

leur reconnaissance par les chaperonnes, leur rétrotransloquation dans le cytosol et leur 

élimination successive dans le protéasome (figure 11) (Guerriero et Brodsky 2012). La voie 

ERAD2 dégrade à la fois les protéines solubles et insolubles via leur incorporation dans une 

vésicule à double membrane nommée autophagosome, qui va fusionner avec le lysosome où 

l’hydrolyse pourra être effectuée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Représentation schématique de la voie de dégradation ERAD1. 

 Lors de la première étape les glycoprotéines mal conformées sont reconnues par les 

protéines chaperonnes et adressées au complexe de rétrotransloquation. Deuxièmement, 

les polypeptides sont retrotransloqués du RE vers le cytosol. Troisièmement, la poly-

ubiquitination de la chaine polypeptidique est réalisée. Quatrièmement, les polypeptides 

poly-ubiquitinylés sont dégradés par le protéasome. 

Adapté de Yoshida et Tanaka (2010). 
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Le système de contrôle est assuré par la présence de protéines chaperonnes au sein de 

la lumière du réticulum. Celles-ci appartiennent à la famille des protéines de choc thermique 

(telles que la protéine BiP et GRP94), des leptines (calnexine et calréticuline) et des thiol 

oxyreductase dont fait partie la PDI (Nishikawa et al. 2005). Elles sont capables d’interagir en 

utilisant l’ATP avec les protéines néo-synthétisées jusqu’à ce qu’elles atteignent leur structure 

finale. La calnexine et la calréticuline se fixent sur toutes les protéines néo-synthétisées N-

glycosylées, ce qui permet aux protéines non conformées de résider plus longtemps dans le 

RE et d’être prises en charge par la machinerie de conformation des protéines (Rajagopalan et 

al. 1994). Les protéines BiP et GRP94 interagissent directement avec les segments 

hydrophobes exposés des protéines en cours de synthèse ou des protéines mal repliées, 

prévenant ainsi les erreurs de repliement. La PDI possède elle aussi une activité chaperonne 

dépendante et indépendante de son rôle dans la formation des ponts disulfures (Noiva 1999). 

1.3.2 La réponse UPR (unfolded protein response) 

Comme mentionné précédemment, les modifications physiologiques ou 

physiopathologiques altérant directement le bon fonctionnement du RE sont perçues comme 

un stress déclenchant une réponse cellulaire appelée « UPR » (unfolded protein response). 

L’accumulation de protéines mal conformées dans la lumière du RE étant un élément majeur 

de l’activation du stress du RE, la voie UPR va jouer un rôle très important dans les cellules à 

forte activité sécrétoire. L’UPR représente l’ensemble de voies de signalisation permettant à 

la cellule de s’adapter et de lutter contre le stress afin de rétablir l’homéostasie. L’UPR passe 

par l’activation de 3 voies de signalisation: IRE1, ATF6 et PERK, capables d’activer en aval 

des régulations transcriptionnelles et traductionnelles (Ron et Walter 2007). Ce sont les 

protéines chaperonnes, et notamment la protéine BiP, qui vont agir comme « senseurs » de 

l’accumulation protéique. Dans les cellules non stressées, BiP se lie à PERK, IRE1 et ATF6, 
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les maintenant dans un état inactif (Bertolotti et al. 2000). Quand les protéines mal 

conformées s’accumulent au sein du RE, elles sont reconnues par BiP qui leur permet de 

retrouver une conformation correcte. Cette fixation compétitive induit la dissociation de BiP 

et PERK/IRE1/ATF6 qui provoque l’activation des voies de signalisation sous-jacentes 

(figure 11). Lorsque la quantité de protéines mal conformées diminue suite aux processus 

adaptatifs mis en place, la protéine BiP sera libérée pour redevenir à nouveau capable de se 

lier aux transducteurs. Ceci permettra donc à la cellule de revenir à son état basal (Bertolotti et 

al. 2000; Shen et al. 2002). De manière intéressante, les protéines transmembranaires à 

l’origine des voies de signalisation UPR sont aussi capables de reconnaître les accumulations 

protéiques, suggérant que leur activation peut se faire de concert (Gardner et Walter 2011). 
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Figure 12 : La chaperonne BiP est le régulateur central des voies de signalisation 

de l’UPR. 

Dans les cellules non stressées, les transducteurs ATF6, IRE1 et PERK sont 

maintenus dans un état inactif via leur interaction avec BiP. Pendant le stress du 

RE, la liaison de BiP aux protéines mal conformées active ces trois protéines et 

leur voie de signalisation, enclenchant ainsi l’UPR.  

Adapté de Lee (2005). 
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1.3.2.1 La voie PERK 

Le premier élément activé lors de la réponse UPR est la voie de signalisation liée à 

PERK. PERK est une sérine/thréonine kinase transmembranaire de type I de 125kDa. Son 

activation passe par la dissociation de BiP de son domaine luminal, permettant son 

oligodimérisation et son autophosphorylation en trans. PERK est alors capable de 

phosphoryler la sous unité α du facteur d’initiation de la traduction eIF-2 (eukaryotic 

translation initiation factor 2), lui permettant d’inhiber eIF2B, un facteur de transcription clef 

de la synthèse protéique, empêchant ainsi l’initiation de la traduction des protéines (Wek et 

Cavener 2007). Cette voie de signalisation permet de ralentir temporairement la synthèse des 

protéines afin d’éviter leur accumulation intracellulaire. Durant l’activation de cette voie, les 

protéines ayant une courte durée de vie ne sont plus exprimées. On peut noter que malgré le 

blocage de la synthèse protéique, la phosphorylation d’eIF-α induit l’augmentation de gènes 

possédant des séquences uORF (upstream open reading frame). Parmi eux, ATF4 contrôle 

l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose, l’autophagie, le métabolisme des acides 

aminés et de réponses anti-oxydantes (Hetz et Mollereau 2014). 

1.3.2.2 La voie IRE1 

La voie IRE1 est la mieux étudiée des trois ; elle fut la première à être découverte et 

est aussi la plus conservée, retrouvée de la levure à l’Homme. Son domaine luminal est 

composé d’un peptide signal permettant son adressage au RE, d’un domaine 

d’oligomérisation et d’un domaine de liaison à la protéine chaperonne BiP. Son activation via 

la dissociation de BiP induit son oligomérisation et une induction de son activité kinase 

conduisant à son autophosphorylation en trans. De manière intéressante, l’action de IRE1 ne 

passe pas par une cascade de signalisation liée aux kinases car IRE1 n’a pas d’autre substrat 
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que lui-même (Shamu et Walter 1996). Son oligomérisation induit des changements 

conformationnels permettant l’induction d’une activité ribonucléase (RNase). Ceci permet de 

cliver l’ARNm d’un facteur de transcription appelé X-box binding protein 1 (XBP1). 

L’hydrolyse de 26 nucléotides induit un changement du cadre de lecture de l'ARN messager 

qui peut alors être traduit en une protéine plus longue. La protéine XPB1-s (épissée) traduite à 

la suite de ce clivage est un facteur de transcription de type leucine-zipper appartenant à la 

famille ATF/CREB. La translocation d’XBP1-s dans le noyau permet l’activation de gènes 

codant pour différents mécanismes impliqués dans le maintien de l’homéostasie du RE, telles 

que des protéines chaperonnes permettant d’aller aider au repliement protéique et les 

processus de dégradation ERAD (ERAD1 et ERAD2) (Hetz et al. 2011). XBP1-s active 

également la transcription d’enzymes impliqués dans la biosynthèse des phospholipides, lui 

permettant indirectement de réguler l’expansion du RE afin d’augmenter sa capacité de 

stockage des protéines (Shaffer et al. 2004).  

1.3.2.3 La voie ATF6 

La dernière voie de signalisation UPR implique une protéine transmembranaire, 

ATF6, contenant un domaine de transcription bZIP dans sa région cytosolique. ATF6 est 

retenue à la membrane du RE par un segment transmembranaire la rendant inactive. La 

dissociation du complexe BiP/ATF6 induit sa translocation dans l’appareil de Golgi où elle 

est clivée par les protéases S1P et S2P. Ce clivage produit la libération de son domaine 

cytoplasmique qui agit comme facteur de transcription en augmentant directement la synthèse 

des gènes impliqués dans le mécanisme ERAD et le repliement protéique. De plus, 

l’expression d’ATF6 stimule directement la transcription du gène XBP1, qui est ensuite clivé 

par la voie IRE1. Ceci démontre que l’UPR est une voie intégrative impliquant une 

coopération entre les différentes voies de signalisation.  
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1.3.3 Apoptose induite par le stress du RE  

La réponse UPR est un mécanisme adaptatif mis en place pour maintenir 

l’homéostasie cellulaire. Cependant, lorsque le stress est trop intense ou prolongé, il peut 

mener à l’activation de l’apoptose ou mort cellulaire programmée. L’apoptose est induite par 

différents mécanismes impliquant les 3 voies de signalisations spécifiques de l’UPR. 

Cependant, le lien entre l’accumulation des protéines mal conformées et l’activation des 

mécanismes de mort cellulaire ne sont pas encore bien compris à ce jour.  

En aval des cascades de signalisations spécifiques à l’UPR, les facteurs impliqués dans 

l’apoptose font pour la plupart partie de la famille Bcl-2 qui maintient l’intégrité des 

membranes du RE et des mitochondries. Cette famille regroupe des protéines pro-

apoptotiques (Bax, Bak, Bim) ou anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl). En condition de survie, les 

protéines anti-apoptotiques, en se liant aux protéines pro-apoptotiques, inhibent leur activité. 

La voie classique de l’apoptose induit l’activation des protéines pro-apoptotiques qui mène à 

la formation de pores au sein de la membrane mitochondriale, relarguant le cytochrome-c et 

déclenchant la cascade des caspases aboutissant à la destruction de la cellule. Il a été 

démontré qu’une grande partie des protéines de la famille Bcl-2 sont aussi associées au RE 

(Rudner et al. 2002; Rao et al. 2004). De plus, la suppression de Bax et Bak induit une 

résistance à l’apoptose mitochondriale ainsi qu’à la mort induite par le stress du RE, suggérant 

l’existence d’un lien entre ces deux mécanismes (Wei et al. 2001).  

La protéine CHOP (C/EBP-homologous protein) est un des facteurs clefs impliqués 

dans l’apoptose induite par le stress du RE. Son activation semble être médiée par les 3 voies 

de signalisation de l’UPR, bien que la voie PERK/eIF2-α ait été la plus étudiée. En effet, le 

facteur de transcription ATF4 activé par cette cascade de signalisation est capable d’activer 

directement l’expression de CHOP. Sa suppression induit une résistance et une survie 
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cellulaire augmentée face au stress du RE et sa surexpression mène à une sensibilité accrue à 

l’apoptose (McCullough et al. 2001; Gotoh et al. 2002). CHOP exerce son action délétère par 

la régulation de différents acteurs impliqués dans la mort cellulaire programmée. En effet, 

CHOP inhibe l’expression de la protéine Bcl-2, déstabilisant l’équilibre entretenu avec Bax. 

De plus, elle augmente l’expression de facteurs pro-apoptotiques tels que PUMA et Bim 

donnant lieu à l’activation de la cascade des caspases aboutissant in fine à la mort cellulaire. 

En parallèle, ERO1α (ER oxidase 1α) qui est une cible de CHOP est capable d’induire 

l’oxydation de la lumière du RE pouvant déclencher la libération de H2O2 dans le cytoplasme 

et induite la production de ROS, suggérant qu’un des mécanismes de mort induite par CHOP 

pourrait passer par le stress oxydatif (Marciniak et al. 2004). 

La voie IRE1 est capable de stimuler la kinase ASK1 (Apoptotic-Signaling Kinase-1) 

via l’activation de TRAF2 (tumor necrosis factor receptor associated factor 2). Le complexe 

IRE1-TRAF2-ASK1 phosphoryle la kinase JNK (kinases Jun-N-terminal kinase). La 

translocation successive de JNK dans la mitochondrie permet d’inhiber l’expression de Bcl-2 

et d’augmenter celle de la protéine Bim (Lei et Davis 2003). De même, une autre kinase p38 

MAPK est activée par ASK1 et est capable de stimuler directement l’expression de CHOP. 

Ainsi, pendant une période prolongée de stress, les voies PERK et IRE1 convergent vers 

l’activation de CHOP. De plus, l’interaction IRE1/TRAF2 est susceptible de favoriser le 

clivage de la pro-caspase-12 en caspase-12. Sa translocation du RE vers le cytosol lui permet 

d’activer les caspases effectrices de l’apoptose (caspase-9 puis caspase-3) (Morishima et al. 

2002). Un autre mécanisme d’activation de la caspase-12 pourrait passer par un relargage du 

Ca2+ dans le cytosol suite à la formation de pore par les protéines Bax et Bak. Ceci active une 

caspase dépendante du Ca2+, la m-calpaïne qui cliverait la caspase-12 et mènerait à l’apoptose 

(Nakagawa et Yuan 2000). La caspase-12 est considérée comme la caspase spécifique de la 

mort induite par le stress du RE. En effet, localisée au sein du RE, elle est activée par le stress 
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du RE et non par d’autres signaux apoptotiques mitochondriaux (Nakagawa et al. 2000; 

Martinez et al. 2010; Zhang et al. 2016). 

1.3.4 Stress du réticulum endoplasmique et pathologies 

Le stress du RE est impliqué dans une variété de pathologies incluant le cancer, le 

diabète, et les maladies du SN. En effet, l’agrégation protéique représente un risque 

particulièrement élevé dans les cellules post-mitotiques tels que les neurones ou les cellules 

gliales, qui ne peuvent pas éluer les agrégats à travers la division cellulaire. Ainsi, le stress du 

RE a été mis en évidence dans de nombreuses pathologies neurodégénératives et/ou 

pathologies de la myéline.  

1.3.4.1 Stress du réticulum endoplasmique et maladies neurodégénératives 

Parmi les maladies neurodégénératives, les protéinopathies regroupent les pathologies 

partageant la formation d’agrégats protéiques soupçonnées de sous-tendre la dégénérescence 

neuronale à travers différents mécanismes (Valastyan et Lindquist 2014).  

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par l’accumulation du peptide β-Amyloid-42 

(Aβ42) donnant lieu à la formation de plaques amyloïdes dans l’ensemble de l’encéphale et la 

déposition d’enchevêtrement neurofibrillaire lié à l’hyperphosphorylation de la protéine tau. 

La quantité de plaques amyloïdes est liée au développement de la neurodégénérescence et à la 

progression des symptômes. Une activation de l’UPR, mise en évidence par des changements 

d’expression des marqueurs p-eIF2α, BiP et p-PERK, a été retrouvée dans l’hippocampe 

post-mortem de patients Alzheimer (Hoozemans et al. 2005; Hoozemans et al. 2009). Des 

mutations dans le gène codant la préséniline (une protéine impliquée dans la production d’Aβ) 

sont associées aux formes génétiques de la pathologie. De manière intéressante, ces mutations 

de la préseniline réduisent la phosphorylation de PERK et eIF2α, réduisant la capacité de cette 
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voie à inhiber la synthèse protéique (Katayama et al. 2001). La préséniline mutante inhibe 

également la voie IRE1, suggérant qu’une réduction de l’épissage de XBP1 pourrait changer 

le signal pro-survie en réponse pro-apoptotique (Gupta et al. 2010). De plus, la présence d’un 

polymorphisme sur le promoteur du gène XBP1 représente un facteur de risque de la maladie 

(Liu et al. 2013). 

La maladie de Parkinson est une pathologie entraînant un dysfonctionnement moteur 

accompagné d’une rigidité et de tremblements du corps au repos. Ses caractéristiques 

physiopathologiques incluent la mort des neurones dopaminergiques de la substance noire 

pars compacta associé à la présence de corps de Lewy formés d’agrégats protéiques dont le 

constituant principal est l’α-synucleine. L’activation de la voie PERK-eIF2α a été mise en 

évidence dans les neurones dopaminergiques de certains patients et la colocalisation des 

marqueurs du stress avec l’α-synucléine suggère que son accumulation pourrait déclencher 

l’UPR (Hoozemans et al. 2007). Bien qu’étant une maladie majoritairement sporadique, 

certains cas sont causés par des mutations génétiques. Parmi elles, une mutation sur le gène 

codant la parkine a été mise en évidence. La parkine fonctionne comme une ubiquitine ligase 

impliquée dans le mécanisme de reconnaissance et dégradation des protéines mal conformées 

(ERAD1) (Shimura et al. 2000). Il a été démontré que la parkine module indirectement 

l’activité de XBP1 et que cette modulation est abolie par les mutations de parkine impliquées 

dans la maladie de Parkinson (Duplan et al. 2013). La suppression de l’interaction entre la 

parkine et XPB1 conduit à une altération de l’UPR, favorisant ainsi l’accumulation protéique.  

La maladie de Creutzfeld-Jackob est caractérisée par une perte de contrôle moteur et 

l’apparition d’une démence causée par la conversion de la protéine prion endogène (Prp) en 

une forme pathologique appelée « scrapie » (tremblante) ou Prpsc. Le Prpsc est considéré 

comme un agent infectieux non conventionnel (car dénué d’acide nucléique contrairement aux 

virus et bactéries), capable de se répliquer. L’infection par Prp
sc de cellules in vitro induit une 
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augmentation de l’apoptose associée à l’activation de la caspase-12, spécifique du stress du 

RE ainsi que l’expression des chaperonnes BiP et GRP94 (Hetz et al. 2003). In vivo, un 

décours temporel est démontré entre l’activation des chaperonnes observée au début de 

l’infection et l’activation de la caspase-12 détectée dans les stades terminaux et associée à la 

mort neuronale (Hetz et al. 2005). Cette étude à démontré que la sur-expression de la 

chaperonne BiP in vivo protège contre la toxicité de Prpsc.  

1.3.4.2 Stress du RE et pathologies de la myéline 

Pendant la phase active de myélinisation, les cellules gliales spécialisées doivent 

produire des quantités importantes de membrane. En effet, un OL myélinise plusieurs axones 

durant une phase active de myélinisation estimée entre 12 et 18 heures. Une étude réalisée 

chez le rat estime que durant cette période, les OL étendent leur surface de 5–

50×103 μm
2/cellules/jours (Baron et Hoekstra 2010). Ce processus nécessite une synthèse 

massive de lipides et de protéines, ce qui rend ces cellules hautement sensibles aux 

perturbations du RE. Ainsi, il n’est pas surprenant qu’une activation des voies UPR soit 

retrouvée dans plusieurs pathologies de la myéline.  

L’interféron-γ est une cytokine pro-inflammatoire activée par les lymphocytes T. Cette 

cytokine joue un rôle complexe dans les pathologies démyélisantes impliquant le système 

immunitaire tel que la SEP chez l’humain et l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale, 

considéré comme un modèle animal de SEP. Dans ces pathologies, l’augmentation des 

médiateurs de l’inflammation est susceptible d’activer l’UPR. In vitro, un traitement avec 

l’interféron-γ induit l’apoptose des OL accompagnée d’une augmentation des marqueurs du 

stress du RE tels que BiP, CHOP, caspase-12 et eIF2α (Lin et al. 2005). Dans cette même 

étude, une corrélation a été retrouvée entre la perte des OL et l’activation des marqueurs du 

stress du RE in vivo chez des souris exprimant l’interféron-γ. De plus, l’ablation de 
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l’expression de PERK chez ces animaux empire drastiquement leur phénotype clinique, 

indiquant que cette voie représente un mécanisme protecteur. De même, chez l’humain, une 

augmentation des marqueurs BiP et CHOP a été retrouvée dans les lésions et péri-lésions 

démyélinisantes de patients SEP (Cunnea et al. 2011). Cependant, le mécanisme par lequel 

l’activation de l’interféron-γ induirait le stress du RE n’est pas encore compris. 

Le syndrome de l’« ataxie infantile avec hypomyélinisation centrale » est une 

leukoencéphalopathie caractérisée par une dégénérescence de la substance blanche associée à 

une perte oligodendrocytaire ainsi que des anomalies morphologiques dans les cellules 

restantes (van der Voorn et al. 2005). Cette pathologie est induite par des mutations dans le 

gène codant pour les 5-sous unités eIF2B (Leegwater et al. 2001). Lors du stress du RE, 

eIF2B est activé par la forme phosphorylée d’eIF2α (p-eIF2α) pour réduire la synthèse 

protéique (voir chapitre 1.3.2), associant directement cette pathologie à la voie UPR. Les 

mutations sont ainsi susceptibles de perturber directement la réponse à p-eIF2α, pouvant 

induire une hyperréactivité au stress du RE ainsi qu’une activation inappropriée des voies de 

l’UPR conduisant à une mauvaise balance entre phénomènes adaptatifs et apoptotiques (van 

der Knapp et al. 2006). L’activation des voies UPR a été démontrée chez les patients via une 

augmentation des marqueurs p-PERK, p-eIF2α, ATF4 et CHOP (van Kollenburg et al. 2006). 

In vitro, l’induction d’ATF4 face au stress du RE est augmentée dans des cellules exprimant 

une forme mutante d’eIF2B (Kantor et al. 2005). De plus, la transfection de eIF2B mutée dans 

une lignée oligodendrocytaire induit l’augmentation des marqueurs ATF4 et BiP ainsi qu’une 

sensibilité accrue au stress du RE induite par un agent pharmacologique exogène (Kantor et 

al. 2008).  
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1.3.4.3 Stress du réticulum endoplasmique et PMD 

La PLP, dont les mutations sont à l’origine de la PMD, est synthétisée au sein du RE 

et transportée dans l’appareil de Golgi ou elle s’associe aux lipides afin de rejoindre la surface 

cellulaire et d’intégrer la gaine de myéline (Lee 2001). Il a été démontré que les délétions 

génèrent les formes les plus modérées de PMD. A l’inverse, les duplications et les mutations 

ponctuelles provoquent une perte oligodendrocytaire importante se traduisant par un 

phénotype clinique plus sévère. Ces mutations « gain de fonction » produisent un excès de 

PLP ou mènent à une conformation anormale de la protéine finale. Il a en effet été démontré 

que les mutations ponctuelles de PLP1 sont à l’origine de changements conformationnels dans 

la protéine PLP (Jung et al. 1996; Dhaunchak et al. 2011). Ces modifications vont perturber le 

bon fonctionnement du RE et mener à une activation de l’UPR pouvant être délétères pour la 

cellule en cas de perturbation protéique trop importante (Gow et al. 1998). La transfection de 

PLP dans la lignée cellulaire COS a permis de montrer que la protéine normale ou wild-type 

est correctement adressée à la membrane alors que les 5 types de PLP mutantes analysées sont 

retenues au niveau du RE où elles s’accumulent et colocalisent avec la protéine BiP (Gow et 

al. 1994). 

L’accumulation de PLP au sein du RE est susceptible d’activer les voies UPR in vitro 

comme le montre l’augmentation des protéines BiP, CHOP et ATF3 dans les cellules COS 

transfectées avec la mutation msd (Southwood et al. 2002). L’augmentation de l’ARNm des 

marqueurs UPR est retrouvé in vivo chez les souris msd, rsh et jimpy (Southwood et al. 2002). 

Chez les souris jimpy, une activation de la caspase-12 (Cerghet et al. 2001) indique que 

l’apoptose induite par le stress du RE est capable de jouer un rôle dans la sur-mortalité des OL 

donnant lieu à la dysmyélinisation. De manière intéressante, une étude a démontré qu’une 

mutation causant une forme sévère de PMD produit une protéine résistante à la dégradation, 

provoquant un stress du RE, contrairement à celle associée à une forme modérée qui est 
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rapidement dégradée sans activation de l’UPR (Roboti et al. 2009). Ainsi, la sévérité de la 

pathologie pourrait être associée avec l’intensité du stress produit par la mutation (figure 13). 

De plus, une augmentation de la sensibilité à un stress exogène induit par un agent 

pharmacologique a été retrouvée dans des OL différenciés à partir de fibroblastes d’un patient 

PMD présentant la forme sévère de la pathologie (Numasawa-Kuroiwa et al. 2014).  
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Figure 13 : Hypothèse physiopathologique des formes sévères et modérées de PMD.  

Les OPC prolifèrent et se différencient jusqu’à devenir des OL myélinisants exprimant les 

marqueurs de la myéline tels que MAG, MBP et PLP. Au moment de la formation de la gaine 

de myéline, la synthèse massive de ses composants crée une accumulation intracellulaire de la 

PLP mutante ce qui active la réponse UPR. L’intensité de la réponse UPR déterminera ainsi si 

la cellule est maintenue en vie ou éliminée par apoptose. 

Adapté de Southwood et Gow (2001). 
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1.4 Molécules à potentiel thérapeutique 

Au regard des mécanismes physiopathologiques dont l’implication est suspectée dans 

la PMD et les pathologies de la myéline (voir chapitres 1.3.4.2 et 1.3.4.3), les composés 

modulateurs du stress du RE ainsi que les molécules protégeant les cellules nerveuses contre 

la mort cellulaire peuvent présenter un fort potentiel thérapeutique. Ainsi, le présent chapitre 

est dédié à l’analyse des données bibliographiques en faveur du potentiel des modulateurs du 

stress du RE (4-PBA, rapamycine) et des neurostéroïdes qui sont décrits comme des 

neuroprotecteurs dans divers modèles expérimentaux (Baulieu et al., 2001; Melcangi et al., 

2008; Bove et al., 2011; Irwin et al., 2014; Patte-Mensah et al., 2014; Kolb et al. 2015).  

1.4.1 Les modulateurs du stress du RE  

1.4.1.1 Chaperonne chimique : le 4-Phenylbutyrate (4-PBA) 

L’UPR est un mécanisme adaptatif mis en jeu pour éviter l’accumulation de protéines 

pouvant être toxiques pour la cellule. Les protéines chaperonnes endogènes du RE jouent un 

rôle majeur dans le système UPR, en supervisant le repliement protéique et s’assurant de la 

conformité de leur structure. Elles permettent également la dégradation des protéines mal 

conformées. Ainsi, les molécules exogènes pouvant exercer les mêmes fonctions protectrices 

que les chaperonnes représentent une piste thérapeutique intéressante pour le traitement des 

pathologies impliquant l’accumulation de protéines mal conformées.  

Le 4-PBA est un acide gras volatile approuvé par l’agence américaine des produits 

alimentaires et médicamenteux pour le traitement des désordres du cycle de l’urée. C’est une 

pro-drogue métabolisée en phénylacétate qui forme la phénylacétylgutamine par acétylation à 

la glutamine devenant ainsi comparable à l’urée en termes de concentration molaire.  
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Ceci permet une voie alternative d’élimination de l’azote. Ces dernières années, la capacité du 

4-PBA à se comporter comme une chaperonne chimique agissant de manière bénéfique sur le 

stress du RE a été démontrée dans différents modèles de pathologies impliquant une 

agrégation protéique in vitro et in vivo (Kolb et al. 2015). Différentes études montrent que le 

4-PBA améliore la sécrétion et restaure la fonctionnalité des protéines mutées impliquées 

dans la fibrose kystique, les pathologies du foie ou encore la maladie de Parkinson 

(Rubenstein et al. 1997; Burrows et al. 2000; Kubota et al. 2006). Cette amélioration de la 

conformation protéique in vitro est corrélée à une réduction du stress du RE, mis en évidence 

par la diminution des marqueurs UPR tels que BiP, GRP94 et p-Perk ainsi qu’une 

augmentation de la viabilité cellulaire (Kubota et al. 2006; Mimori et al. 2012). Un traitement 

des cellules SH-SY5Y avec la tunicamycine, un agent inhibant la N-glycolysation des 

protéines, produit un stress du RE et une diminution de la viabilité cellulaire (Zamarbide et al. 

2013). Dans ce modèle, un traitement au 4-PBA protège les cellules de l’apoptose via la 

diminution de l’expression des marqueurs CHOP, XBP1s et BiP qui traduit une amélioration 

du stress du RE et l’inhibition de la caspase-3. 

In vivo, un prétraitement au 4-PBA contrecarre les effets délétères consécutifs à 

l’ischémie cérébrale en diminuant l’expression de CHOP et de la caspase-12 (Qi et al. 2004). 

Dans ce modèle, les auteurs démontrent que le traitement au 4-PBA n’agit pas sur l’apoptose 

d’origine mitochondriale mais exerce son action protectrice via l’inhibition du stress du RE. 

Son administration chronique dans un modèle murin de Parkinson réduit les agrégats d’α-

synucléine et inhibe la mort des neurones dopaminergiques. Cette augmentation de la survie 

cellulaire est accompagnée d’une réduction d’expression des marqueurs BiP et caspase-12 

(Inden et al. 2007). De manière similaire, le 4-PBA exerce une action neuroprotectrice dans 

d’autres modèles murins de pathologies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer 
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(Ricobaraza et al. 2009; Cuadrado-Tejedor et al. 2013), de Huntington (Gardian et al. 2005) et 

de Parkinson (Ono et al. 2009; Roy et al. 2012).  

Bien que cela n’ait pas été formellement démontré, l’ensemble de ces études suggère 

que le 4-PBA agit comme une chaperonne chimique en inhibant l’agrégation protéique et en 

diminuant le stress du RE. De la même manière que les chaperonnes endogènes, le 4-PBA 

interagirait avec les domaines hydrophobiques des protéines mal conformées prévenant ainsi 

leur accumulation (figure 14). Cependant, il est possible que les mécanismes protecteurs du 4-

PBA impliquent différents niveaux de régulations. Bien que le rôle de chaperonne semble 

primordial à l’effet bénéfique du 4-PBA (Mimori et al. 2013), il n’est pas exclu que le 4-PBA 

puisse agir en parallèle via une régulation directe de gènes protecteurs (figure 15) en inhibant 

l'activité des histones désacétylases (HDAC) par une interaction avec le site de liaison au zinc 

qui est essentielle pour l'action catalytique des HDAC de classes I et II (Mehnert et Kelly, 

2007; Miller et al. 2011). De manière intéressante, il a notamment été démontré que l’activité 

transcriptionnelle et les niveaux protéiques de XBP1s et de BiP sont influencés directement 

par des phénomènes d’acétylation et de désacétylation (Wang et al. 2011).  
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Figure 14 : Le mécanisme d’action supposé du 4-PBA implique sa capacité à interagir 

comme une chaperonne avec les domaines hydrophobes des protéines mal conformées, ce 

qui permet de réduire leur agrégation et de diminuer la réponse UPR. 

 Adapté de Kolb et al. (2015). 
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1.4.1.2 La rapamycine 

Après détection des protéines mal conformées, l’UPR active les processus de 

dégradations des protéines mal conformées. La voie ERAD2 est connue pour dégrader les 

protéines en utilisant le mécanisme d’autophagie (voir chapitre 1.3.1). L’activation de 

l’autophagie par l’UPR participe au maintien de l’homéostasie et augmente la survie cellulaire 

(Ogata et al. 2006). Ainsi, une stratégie intéressante pour décharger la cellule des agrégats 

protéiques et empêcher le basculement vers les processus apoptotiques pourrait passer par la 

stimulation des voies de dégradations.  

 

Figure 15: Le 4-PBA par son activité d’inhibiteur des histones désacétylases est susceptible 

d’agir sur le stress du RE en permettant la transcription de gènes pro-survie associés à la réponse 

adaptative de l’UPR.  

Adapté de Kolb et al. (2015). 
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Dans le domaine du diabète, il a été démontré que le stress du RE joue un rôle 

important dans la résistance à l’insuline (Flamment et al. 2012). Ainsi, une augmentation du 

stress du RE associée à une diminution des mécanismes autophagiques a été mise en évidence 

dans le foie de souris résistantes à l’insuline (Wang et al. 2015). Dans cette étude, la 

restauration des mécanismes d’autophagie par la rapamycine (immunosuppresseur inhibiteur 

de la voie mTOR) protège le foie contre le stress du RE qui se traduit par une amélioration de 

la résistance à l’insuline. De manière similaire, un traitement à la rapamycine protège le foie 

de l’ischémie hépatique in vitro et in vivo par l’activation de l’autophagie et son effet 

inhibiteur sur le stress du RE a été mis en évidence par une diminution des marqueurs XBP1s, 

ATF4 et CHOP (Zhu et al. 2015). Par ailleurs, la rapamycine a démontré des effets 

protecteurs dans des modèles de pathologies neurodégénératives. La rapamycine réduit 

l’apoptose des neurones dopaminergiques in vitro et in vivo dans un modèle murin de la 

maladie de Parkinson (Malagelada et al. 2010). Une autre étude sur la maladie de Parkinson a 

démontré que l’induction d’un stress du RE de légère intensité active les mécanismes 

d’autophagie dans un but neuroprotecteur (Fouillet et al. 2012). Dans un modèle de la maladie 

d’Alzheimer, un traitement à la rapamycine réduit les taux de peptides amyloïdes Aβ42, se 

traduisant par une amélioration des performances cognitives (Spilman et al. 2010). Ces études 

démontrent que l’autophagie participe à la dégradation des protéines mal conformées et que sa 

stimulation par des molécules exogènes pourrait avoir des effets bénéfiques sur l’apoptose 

induite par le stress du RE.  
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1.4.2 Neurostéroïdes et stéroïdes neuroactifs  

Le terme « stéroïde neuroactif » désigne tout type de stéroïde capable d’exercer une 

action sur le système nerveux. Ce terme regroupe ainsi les hormones stéroïdiennes, les 

neurostéroïdes ainsi que les stéroïdes de synthèse produits de manière exogène. Les hormones 

stéroïdiennes sont synthétisées dans les glandes endocrines, circulent dans le compartiment 

sanguin et atteignent leurs cibles à distance. Leur nature lipidique facilite la traversée de la 

barrière hémato-encéphalique, leur permettant d’atteindre le SNC où elles peuvent influencer 

son activité. Le terme neurostéroïde fait référence aux stéroïdes produits directement au sein 

du système nerveux et agissent par un mode autocrine ou paracrine. Leur synthèse s’effectue 

par les neurones et/ou les cellules gliales de novo à partir du cholestérol ou in situ à partir des 

métabolites circulants (figure 16). Des concentrations substantielles de neurostéroïdes restent 

détectables dans le système nerveux en l’absence des glandes stéroïdogènes classiques 

(Baulieu 1991; Mensah-Nyagan et al. 1999). 
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Figure 16 : Illustration schématique des étapes de biosynthèse des neurostéroïdes.  

La conversion du cholestérol en prégnénolone par l’enzyme de clivage de la chaine latérale du 

choléstérol (P450scc) est l’étape limitante de leur biosynthèse. Une fois que la prégnénolone est 

produite, elle peut être convertie par des enzymes spécifiques pour permettre la synthèse des autres 

neurostéroïdes. P450c17, cytochrome P450c17; 3β-HSD, 3β-hydroxysteroid dehydrogenase; 5α-R, 

5α-reductase; 3α-HSOR, 3α-hydroxysteroid oxidoreductase; 17β-HSD, 17β-hydroxysteroid 

dehydrogenase.  

Adapté de Schaeffer et al. (2010). 
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Les stéroïdes neuroactifs exercent classiquement leurs effets par leur liaison à des 

récepteurs nucléaires spécifiques ce qui a pour conséquence de réguler l’expression génique. 

Ces récepteurs comprennent les récepteurs aux androgènes, aux œstrogènes, à la 

progestérone, aux glucocorticoïdes et aux minéralocorticoïdes (Beato et Klug 2000). Un autre 

récepteur, le pregnane xenobiotic receptor (PXR), a récemment été impliqué dans la réponse 

aux neurostéroïdes et notament à l’alloprégnanolone. Son activation serait impliquée dans 

l’homéostasie du cholestérol et la régulation de la production d’alloprégnanolone notamment 

au niveau de l’aire tegmentale ventrale (Frye et al. 2014). D’autre part, les stéroïdes 

neuroactifs ont la capacité d’induire des réponses très rapides au niveau du SN par leur liaison 

à divers récepteurs membranaires. Ainsi, les neurostéroïdes peuvent moduler l’activité des 

récepteurs GABA-A (Lambert et al. 2003), NMDA (Wang et al. 2007), sigma (Ueda et al. 

2001),  nicotiniques (Valera et al., 1992), des canaux calciques de type L et T (Luoma et al., 

2011 ; Todorovic et Jevtovic-Todorovic, 2011) et des récepteurs membranaires de la 

progestérone ou mPR (Thomas et Pang 2012). 

1.4.2.1 Stéroïdes neuroactifs et myéline  

Les stéroïdes neuroactifs et notamment la progestérone et ses métabolites sont 

impliqués dans les processus de myélinisation et de remyélinisation du système nerveux. 

L’effet de la progestérone a tout d’abord été particulièrement étudié au niveau du SNP. Sa 

production locale favorise la remyélinisation des nerfs sciatiques après lésion (Koenig et al. 

1995). La progestérone, dihydroprogestérone et l’alloprégnanolone stimulent l’expression des 

protéines de la myéline périphérique in vivo et in vitro (Melcangi et al. 1999). Cet effet est 

accompagné d’une réduction des anomalies morphologiques induites par le vieillissement 

dans les cellules de Schwann, suggérant un rôle protecteur de ces trois molécules (Melcangi et 

al. 2003). In vitro, l’expression du cytochrome P450scc et de la 3β-HSD dans les cellules de 
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Schwann est détectée pendant la phase active de myélinisation (Chan et al. 2000). La 

progestérone stimule la synthèse de myéline dans des co-cultures cellules de Schwann et de 

neurones en agissant de manière indirecte via l’activation de son récepteur nucléaire (Chan et 

al. 2000). L’activation du récepteur à la progestérone induit l’expression du facteur de 

transcription Krox-20 qui est indispensable à l’initiation de la myélinisation dans le SNP 

(Guennoun et al. 2001).  

Dans le SNC, l’alloprégnanolone stimule la prolifération des cellules progénitrices 

PSA-NCAM+ donnant lieu aux progéniteurs oligodendrocytaires (voir chapitre 1.1.4.1) via 

un mécanisme passant par l’activation des récepteurs GABA-A (Gago et al. 2004). Il a été 

démontré que les pre-progéniteurs et les progéniteurs d’OL sont capables de synthétiser la 

progestérone, alors que les OL matures la convertissent de manière importante en 

dihyroprogestérone. Ceci suggère que cette dernière aurait un rôle plus important dans la 

régulation des fonctions oligodendrocytaires que la progestérone qui serait impliquée dans les 

stades plus précoces (Gago et al. 2001). La progestérone semble néanmoins pouvoir réguler 

les phénomènes de myélinisation. En effet, l’apport de progestérone dans des cultures 

organotypiques de cervelet augmente l’expression de la MBP via l’activation des récepteurs 

nucléaires (Ghoumari et al. 2003). Sa conversion en dihydroprogestérone et en 

alloprégnanolone semble partiellement impliquée dans les phénomènes pro-myélinisants. A 

noter que cet effet de l’alloprégnanolone passe par l’activation des récepteurs GABA-A, ce 

qui confirme leur implication dans la myélinisation (Ghoumari et al. 2003). En parallèle, la 

progestérone augmente la différenciation des OL in vitro, ce qui est mis en évidence par des 

changements morphologiques tels que l’augmentation des prolongements oligodendrocytaires 

(Marin-Husstege et al. 2004). In vivo, elle stimule la prolifération et la différenciation des OL 

induisant une augmentation de l’expression de PLP et favorisant la remyélinisation suite à une 

lésion de la moelle épinière (Labombarda et al. 2009) ainsi que dans un modèle de SEP 
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(Kashani et al. 2015). D’autres stéroïdes neuroactifs comme la testostérone et la 

dihydrotestostérone (DHT) ont démontré leur capacité à remyéliniser le SNC suite à une 

démyélinisation (Hussain et al. 2013).  

1.4.2.2 Effets protecteurs des stéroïdes neuroactifs 

En plus de leurs effets positifs sur la myélinisation et la re-myélinisation, les stéroïdes 

neuroactifs sont connus pour leurs effets protecteurs résultant de leurs propriétés anti-

apoptotiques.  

L’excitotoxicité est un processus qui est impliqué dans la dégénérescence des cellules 

dans de nombreuses pathologies neurodégénératives et qui induit l’apoptose par un excès de 

calcium intracellulaire. L’événement à l’origine de cette excitotoxicité est la stimulation de 

manière continue des récepteurs NMDA par les neurotransmetteurs excitateurs tels que le 

glutamate en réponse à des lésions cellulaires (Akwa et al. 2005). In vitro, l’alloprégnanolone 

et la déhydroépiandrostérone (DHEA) protègent les neurones de l’apoptose induite par 

excitotoxicité (Kimonides et al. 1998; Lockhart et al. 2002). L’alloprégnanolone réduit les 

mécanismes d’apoptose se traduisant par une diminution du relargage du cytochrome c, 

l’inhibition de la translocation de Bax et de la fragmentation de l’ADN (Xilouri et Papazafiri 

2006). L’effet de la DHEA et de l’alloprégnanolone impliquent une augmentation de l’ARNm 

des sous-unités α1 et β1 du récepteur GABA-A. De manière intéressante, ces deux molécules 

augmentent la survie de cellules PC12 en contrôlant la transcription de Bcl-2 via l’activation 

des facteurs CREB et NFkB. Les cellules PC12 n’exprimant pas les récepteurs GABA-A, ceci 

suggère que leur effet anti-apoptotique implique ainsi différents modes d’actions 

(Charalampopoulos et al. 2004). Il a été démontré que la liaison de l’alloprégnanolone et de la 

DHEA aux récepteurs membranaires mPR pourrait être à l’origine de certains de leurs effets 

anti-apoptotiques « non-classiques » via l’activation de la voie MAPK (Pang et al. 2013). 
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Les effets bénéfiques de l’alloprégnanolone sur le stress oxydatif représentent un autre 

niveau de régulation des phénomènes apoptotiques. Dans la maladie de Niemman-Pick, on 

observe une diminution des taux de neurostéroïdes cérébraux; un traitement avec 

l’alloprégnanolone prolonge la durée de vie des souris et retarde l’apparition des premiers 

symptômes en augmentant la survie des cellules de Purkinje (Griffin et al. 2004). Cet effet 

neuroprotecteur semble impliquer sa capacité à diminuer la production de ROS ainsi que la 

peroxydation des lipides responsables de l’apoptose (Zampieri et al. 2009). De plus, 

l’alloprégnanolone et un analogue synthétique, le BR297, protègent les cellules SH-SY5Y en 

réduisant la production de ROS mitochondriale et cytosolique et en améliorant les 

mécanismes bio-énergétiques (respiration mitochondriale, production d’ATP) conduisant à 

une augmentation de la survie cellulaire (Lejri et al. 2017). L’effet bénéfique de ces deux 

composés semble indépendant de l’activation des récepteurs GABA-A. De manière 

intéressante, une action directe de l’alloprégnanolone sur la perméabilité mitochondriale 

pourrait être impliquée dans son effet anti-oxidatif. En effet, il empêche l’efflux de Ca
2+ 

consécutif à la perméabilisation des membranes mitochondriales empêchant ainsi le relargage 

du cytochrome-c dans le cytosol (Sayeed et al. 2009). Les effets protecteurs de la DHEA 

semblent aussi impliquer une inhibition du stress oxydatif, son action sur la kinase Akt est 

associée à une augmentation des défenses anti-oxydantes dans les cellules du foie de rat 

(Jacob et al. 2011).  

A l’instar de la DHEA, la testostérone et l’œstradiol sont capables de moduler 

l’apoptose, jouant un rôle protecteur en augmentant la survie cellulaire dans le SN, 

notamment via leur impact sur le métabolisme énergétique et le stress oxydatif (Grimm et al. 

2014; Grimm et al. 2016). L’activation du récepteur aux androgènes est connue pour induire 

une neuroprotection en stimulant la transcription de gènes pro-survie (Pike et al. 2008). Ainsi, 

un traitement avec la testostérone contrecarre l’apoptose des cellules musculaires C2C12 en 
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diminuant l’expression de Bax et le relargage du cytochrome c, empêchant ainsi la 

fragmentation de l’ADN induite par l’H2O2 (Pronsato et al. 2012). Son métabolite, la DHT 

empêche la mort des motoneurones dans un modèle de sclérose latérale amyotrophique (Yoo 

et Ko 2012). In vitro, la DHT protège les cellules gliales de l’apoptose via l’activation de la 

voie de signalisation PI3K /Akt qui diminue en aval l’expression de la protéine Bax et de la 

caspase-3 (Yao et al. 2016).  

Les effets anti-apoptotiques de l’œstradiol semblent essentiellement être déterminés 

par son action protectrice contre le stress oxydatif (Nilsen et al. 2006; Nilsen 2008). 

Récemment, un mode de protection alternatif de l’œstradiol a été mis en évidence et fait 

intervenir une action contre le stress du RE dans des cellules pancréatiques via la diminution 

de l’expression des marqueurs BiP, CHOP, XBP1, ATF6, PERK et p-PERK alors que 

l’expression de Bcl-2 augmente (Kooptiwut et al. 2014). De manière intéressante, cet effet 

passe par l’activation de la voie Akt (Fu et al. 2014), une voie qui est connue pour être 

stimulée par la DHEA et la DHT. Ceci suggère que les effets protecteurs des stéroïdes 

neuroactifs peuvent potentiellement s’expliquer par leur capacité à contrecarrer le stress du 

RE (Dai et al. 2010).  
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1.5 Objectifs de la thèse 

La maladie de Pelizaeus-Merbacher est une pathologie dysmyélinisante qui génère un 

handicap lourd pour lequel il n’existe à ce jour aucun traitement effectif. La souris jimpy qui 

est caractérisée par une perte oligodendrocytaire importante, représente un modèle animal 

pertinent pour l'étude préclinique de la PMD, des leucodystrophies ou des pathologies 

dysmyélinisantes (Sidman et al. 1964; Knapp et al. 1986; Duncan et al. 1989; Duncan et al. 

2011). Toutefois, la durée de vie très courte des souris jimpy, le mode de transmission de la 

pathologie liée au chromosome X ainsi que les règles éthiques sur l'expérimentation animale 

ne facilitent pas leur utilisation intensive pour décrypter les mécanismes cellulaires et 

moléculaires déterminant les relations de cause à effet entre les mutations PLP et la mort 

oligodendrocytaire. Ainsi, dans le but de faciliter l'expérimentation visant le décryptage et 

l'élucidation des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la PMD et les pathologies 

de la myéline, des travaux antérieurs ont permis d'immortaliser, à partir du SNC des souris 

jimpy et des souris normales (témoins), deux lignées d'OL dénommées respectivement OL 

158JP (souris jimpy) et OL 158N (souris normales) (Feutz et al. 2001). Ces deux lignées 

oligodendrocytaires possèdent des caractéristiques d’OL matures mais les OL 158JP 

présentent des anomalies cellulaires, notamment un adressage membranaire défectueux de la 

PLP, un déficit du cycle cellulaire évoqué par un dysfonctionnement de la signalisation AMPc 

dépendante et une activation des facteurs cellulaires oxydants (Feutz et al. 2001; Ghandour et 

al. 2002; Baarine et al. 2009).  

Les objectifs de ce travail de thèse ont donc été d'utiliser les lignées cellulaires OL 

158JP et 158N pour résoudre les questions suivantes: 
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(i) déterminer les relations entre la mutation PLP et l'accélération de la mort 

oligodendrocytaire;  

(ii) identifier les mécanismes ou processus endogènes facilitateurs de mort cellulaire qui 

prédominent dans le milieu intracellulaire des OL 158JP comparés aux OL 158N en 

s’intéressant plus particulièrement au stress du RE; 

(iii) vérifier si l'inhibition ciblée (par des agents pharmacologiques appropriés) des 

mécanismes endogènes inducteurs de mort oligodendrocytaire peut améliorer in vitro la survie 

cellulaire et ouvrir des perspectives d'utilisation in vivo de ces agents pharmacologiques pour 

traiter efficacement les symptômes des souris jimpy.  
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2.1. Culture cellulaire 

2.1.1. Lignée 158N et 158JP  

Les cellules 158N et 158JP sont deux lignées d’oligodendrocytes immortalisées 

obtenues à partir de cultures secondaires provenant d’animaux Wild-type (158N) et Jimpy 

(158JP). Les oligodendrocytes en culture secondaire ont été transfectés à l’aide du plasmide 

pMTwtSVneo contenant l’antigène T du virus simien 40 (SV40) sous le contrôle du promoteur 

wild-type de la métallothionéine-I murine (Feutz et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1.1. Entretien des cellules en culture 

Les deux lignées oligodendrocytaires 158N et 158JP sont cultivées à 37°C en 

atmosphère saturée en humidité et sous 5% de CO2 dans du DMEM (Dubelcco’s modified 

eagle medium) supplémenté en sérum de veau fœtal (5%), en glucose (4,5g/l) et en 

antibiotiques (streptomycine/pénicilline 0,5%).  

 

Figure 17 : Différences de morphologie des cellules 158N et 158JP.   

Barre d’échelle = 20µm 
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L’entretien des cellules se fait de manière bihebdomadaire. La dissociation cellulaire 

est possible grâce à un milieu de dissociation non enzymatique (Sigma, St. Quentin, France) 

qui permet de détacher les cellules de leur support de culture et de les dissocier entre elles. 

Les cellules sont alors centrifugées à 500 g pendant 5min, le surnageant est éliminé et le culot 

est ensuite dilué dans une boite de culture contenant du milieu frais. Les cellules 158N sont 

ensemencées au 1/40ème et les cellules 158JP au 1/10ème. Les cellules sont maintenues en 

culture jusqu’à un nombre maximum de 15 passages afin d’éviter toute dérive génétique. 

2.1.1.2 Congélation et décongélation des cellules 

Pour préserver la lignée, les cellules à faibles passages sont stockées sous forme 

d’ampoules grâce à la conservation cryogénique. Le milieu de congélation se compose de 

DMEM supplémenté en glucose (4,5g/l), en antibiotiques (streptomycine/pénicilline 0,5%), 

en sérum de veau fœtal (20%) et en DMSO (5%). Le dimethylsulfoxide (DSMO) permet de 

protéger les cellules du choc thermique induit par une congélation rapide en abaissant le point 

de congélation de l’environnement cellulaire, permettant ainsi de ralentir la sortie d’eau 

intracellulaire et de prévenir la formation de cristaux pouvant porter atteinte à l’intégrité de la 

cellule.  

 

Les cellules sont congelées quand la confluence de la boite de pétri atteint 90%. Le 

milieu de culture est changé 24h avant la congélation afin de congeler les cellules dans le 

meilleur état possible. Les cellules sont détachées à l’aide de milieu de dissociation non 

enzymatique (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin, France) puis centrifugées à 300g pendant 7min à 

température ambiante. Le culot est re-suspendu dans un cryotube adapté contenant du milieu 

de congélation. Les cryotubes sont ensuite placés pour la nuit dans de l’isopropanol à -80°C 

puis conservés à -80°C. 
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Pour décongeler les cellules, les ampoules sont placées directement dans un bain-

marie à 37°C pour une décongélation rapide, ce qui favorise la survie des cultures cellulaires. 

Quand le milieu est à l’état liquide les cellules sont placées dans un flacon de culture 

contenant 5ml de milieu de culture préalablement maintenu à 37°C. Une exposition prolongée 

au DMSO étant néfaste pour les cultures cellulaires, le milieu est enlevé après adhésion des 

cellules au flacon et remplacé par 5ml de milieu frais.  

2.1.1.3 Comptage cellulaire 

Afin de connaitre et de contrôler le nombre de cellules utilisé dans les différentes 

expériences, les cellules sont comptées à l’aide d’un système automatisé TC20 (BioRad, 

Hercules, Etats-Unis). Après dissociation les cellules sont homogénéisées par un mélange 

vigoureux et dix microlitres de suspension cellulaire sont déposés sur des grilles de comptages 

(BioRad, Hercules, Etats-Unis) qui sont ensuite insérées dans l’appareil TC20. Trois 

comptages sont réalisés afin de déterminer un nombre moyen de cellules par millilitre. 

L’appareil possédant une gamme de concentration optimale allant de 1 x 10
5 à 5 x 106 

cellules/ml, les suspensions cellulaires sont diluées ou concentrées de manière à donner un 

résultat proche du milieu de gamme. 

2.1.1.4 Substances pharmacologiques  

Les différentes molécules pharmacologiquement actives utilisées dans cette thèse ainsi que 

leur provenance sont référencées dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Substances pharmacologiques utilisées  

Modulateurs du stress du RE Fournisseur 

4-PBA Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

Rapamycine Alsachim (Alsace, France) 

Tunicamycine 
 Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

 

Neurostéroïdes et antagonistes Fournisseur 

Allopregnanolone Steraloids (Newport, USA) 

17β-Œstradiol 
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

 

Progestérone 
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

 

5α-DHT 
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

 

DHEA 
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) 

 

Acétate d’ulipristal Alsachim (Alsace, France) 
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2.2 Tests de viabilité cellulaire 

2.2.1 Test de viabilité MTT 

La technique de MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium) est un test colorimétrique qui mesure la réduction du sel de tétrazolium (3-[4,5-

diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl tetrazolium bromide) en formazan par la succinate 

déshydrogénase présente dans les mitochondries des cellules vivantes. Le formazan forme des 

cristaux de couleur bleue. Ainsi, après solubilisation des cristaux dans un solvant comme le 

DMSO, la mesure de l’absorbance à 570nm permet d’obtenir des valeurs d’absorbance 

directement proportionnelles aux nombres de cellules viables.  



Matériels et Méthodes 

 

109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mesure de la différence de viabilité entre 158N et 158JP  

Les cellules 158N et 158JP sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 

2000 cellules/puits et incubées pendant 24h, 48h et 72h à 37°C / 5% CO2. 

 

 

Figure 18 : Principe du test MTT. 

Le MTT, un réactif de couleur jaune, est réduit par la succinate déshydrogénase 

mitochondriale des cellules vivantes en formazan. Le formazan forme un précipité de 

couleur violette dont l’absorbance est mesurée à 570nm. Un pourcentage de viabilité 

cellulaire peut être calculé par rapport à une culture de référence.  
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Mesure de la survie cellulaire lors de traitements par des agents pharmacologiques 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 1000 

cellules/puits pour les 158N et 3000 cellules/puits pour les 158JP. Les cellules sont incubées à 

37°C / 5% CO2. Après 24h, le milieu de culture est changé par du milieu frais contenant les 

substances à tester. 

Dans toutes les conditions le milieu de culture utilisé est du DMEM dépourvu de 

rouge de phénol afin de ne pas créer d’interférence avec les mesures colorimétrique. Le milieu 

est supplémenté en sérum de veau fœtal (5%, contrôlé sans stéroïdes détectables) glucose 

(4,5g/l), antibiotiques (streptomycine/pénicilline 0,5%) et glutamine (1%). Le MTT (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin, France) est ajouté à une concentration de 5mg/ml dans de l’eau 

distillée et laissé incuber 3h à 37°C / 5% CO2. Le surnageant contenant le MTT est retiré et 

les cristaux de formazan contenus dans les cellules sont solubilisés dans 200µl de DMSO par 

puits. L’absorbance à 570nm est mesurée pour chaque puits grâce à un spectrophotomètre 

(Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France). L’absorbance du bruit de fond 

(correspondant aux réactifs sans cellule) est soustrait de chacune des absorbances mesurées. 

Le signal détecté pour chaque type cellulaire dans les conditions basales (absence de 

traitement) est arbitrairement placé à 100%.  

2.2.2 Test de viabilité des cellules au Bleu de Trypan 

Le test au bleu de trypan permet de distinguer la proportion de cellules vivantes et de 

cellules mortes dans une culture cellulaire. Ce test par exclusion repose sur le principe que les 

cellules vivantes sont capables d’expulser activement le colorant en dehors de leur cytoplasme 
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à l’inverse des cellules mortes qui garderont une teinte bleutée. Ainsi on distingue les cellules 

vivantes (incolores) des cellules mortes (colorées).  

Mesure des différences de viabilité entre 158N et 158JP 

Les cellules 158N et 158JP sont ensemencées dans une plaque 24 puits et incubées 

pendant 48h à 37°C / 5% CO2. 

Effets des traitements sur la survie cellulaire 

Les cellules 158N et 158JP sont ensemencées dans une plaque 24 puits et incubées 

pendant 24h à 37°C / 5% CO2. Après 24h, le milieu de culture est changé par du milieu frais 

contenant les substances à tester. 

Les cellules sont détachées à l’aide de milieu de dissociation puis mélangées à un 

volume équivalent (v/v) de solution de bleu de trypan à 0,4% (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin, 

France). Dix microlitres de cette suspension cellulaire sont déposés sur les plaques de 

comptages et la coloration au bleu de trypan est analysée par l’appareil TC20 (BioRad, 

Hercules, Etats-Unis). Pour chaque puits, au moins deux comptages indépendants sont 

réalisés. Le pourcentage de survie cellulaire est calculé par le logiciel comme étant le nombre 

de cellules vivantes (incolores) divisées par le nombre de cellules totales (vivante et morte).  

2.2.3 Xcelligence 

Le système Xcelligence (ACEA Biosciences, San Diego, Etats-Unis) est un appareil 

permettant de mesurer en temps réel différents paramètres d’une culture cellulaire tels que 

l’adhésion, la prolifération, la viabilité ainsi que la morphologie. Le système est basé sur la 

mesure d’impédance des cellules grâce à des électrodes placées au fond des plaques de 

culture. Ainsi, il est possible d’évaluer les changements d’activités cellulaires à l’aide 

d’enregistrements successifs de leur impédance sur une période définie.  
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Les cellules 158JP sont ensemencées à 2000 cellules par puits dans des plaques 16 

puits spécialisées (E-plate, ACEA Biosciences, San Diego, Etats-Unis) dans du DMEM en 

absence (témoins) ou en présence des substances testées. L’enregistrement est programmé 

pour mesurer l’impédance cellulaire toutes les 10min sur une période de 72h.  

2.3 RT-qPCR 

2.3.1 Extraction pour RT-qPCR 

Les cellules confluentes à 80% sont détachées par grattage puis centrifugées à 500g 

pendant 5min. L’extraction se fait à l’aide du réactif NucleoZOL (Macherey-Nagel, Hœrdt, 

France). Le protocole consiste à lyser les cellules par homogénéisation du culot cellulaire 

avec le réactif NucleoZOL à raison de 107 cellules par ml de réactif. Les contaminants sont 

précipités en ajoutant au lysat 400µL d’eau ultrapure par ml de NucleoZOL. Les échantillons 

sont vigoureusement vortexés pendant 15sec puis laissés incuber 15min à température 

ambiante. Après une centrifugation de 15min à 12000g, les ARN sont prélevés et précipités à 

l’isopropanol pendant 10min à température ambiante. Une centrifugation de 10min à 12000g 

permet d’éliminer le surnageant et deux lavages à l’éthanol 75% sont réalisés. Enfin, l’ARN 

total est reconstitué dans 50µl d’eau ultrapure et les échantillons sont conservé à -80°C 

jusqu’à leur analyse. 
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2.3.2 Détermination de la quantité et de la qualité de l’ARN extrait 

Les acides nucléiques sont quantifiés grâce à leur absorbance à 260nm (ultraviolet) 

détectée par spectrophotométrie. La concentration d’acide nucléique est déterminée selon la 

loi de Beer-Lambert : une mesure d’une unité d’absorbance à 260nm est considérée comme 

égale à une concentration de 40µg/ml d’ARN. Afin de vérifier la pureté des acides nucléiques, 

les DO à 280 et 260 nm sont mesurées en parallèle. En effet, le ratio 260/280 nm est utilisé 

pour détecter la contamination en protéines. Les ARN sont considérés de bonnes qualités 

 

Figure 19 : Principe de l’extraction ARN au NucleoZOL. 
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lorsque le rapport DO260 nm/DO280 nm est supérieur à 1,7. Le ratio 260/230nm est un deuxième 

indicateur de pureté mesurant les contaminants absorbant à 230nm (comme par exemple le 

phénol). L’ARN est considéré comme pur quand le ratio est compris entre 2,0 et 2,2. Chaque 

échantillon est analysé deux fois à une dilution de 1/50 en déposant 2µL dans le système 

µdrop (Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France) qui est analysé au spectrophotomètre 

(Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France). 

2.3.3 Transcription inverse 

L’ADN complémentaire (ADNc) qui va servir de base d’amplification pour la PCR 

quantitative (qPCR) est obtenu à partir de l’ARN par transcriptase inverse à l’aide du kit 

iScript (BioRad, Hercules, Etats-Unis).  

La transcription inverse est réalisée à partir d’1µg d’ARN selon les proportions 

suivantes : 

iScript RT supermix 4µl 

ARN (1µg) Variable 

H20 sans nucléase Variable 

Volume total : 20µl 
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Le mix est incubé dans le thermal iCycler (BioRad, Hercules, Etats-Unis) selon la 

réaction suivante : 

Initiation  5min à 25°C 

Transcriptase reverse 30min à 42°C 

Inactivation 5min à 85°C  

 

Les produits de transcription inverse sont conservés à -80°C jusqu’à la réalisation de la 

RT-qPCR 

2.3.4 PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) 

Dans la PCR classique, les échantillons sont amplifiés et quantifiés en un point final 

après migration et coloration sur gel d’agarose. La PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) 

permet de suivre dans le temps l’accumulation du produit amplifié. La PCR en temps réel est 

possible grâce à l’insertion d’une molécule fluorescente dans l’ADN : la quantité de 

fluorescence émise est alors proportionnelle à la quantité de fragments d’ADN (amplicons) 

présents dans l’échantillon. Dans cette thèse, le marqueur fluorescent SYBR green (BioRad, 

Hercules, Etats-Unis), qui émet sa fluorescence en se liant à l’ADN double brin, a été utilisé. 

Les oligonucléotides sens et antisens utilisés sont indiqués dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Séquences des oligonucléotides. 

 

Gène Sens Séquences 5’-3’ Fournisseur 

 

BAX 

Sens CCAGGATGCGTCCACCAAGA 
Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens GGTGAGGACTCCAGCCACAA 

 

BCL-2 

Sens CTCGTCGCTACCGTCGTGACTTCG 
Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens CAGATGCCGGTTCAGGTACTCAGTC 

 

CHOP 

Sens TTCTCTGGCTTGGCTGACTGA 
Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens TGGTCTTCCTCCTCTTCCTCCT 

 

XBP1u 

Sens ACTCAGACTACGTGCACCTCTGCA Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens GAGAAAGGGAGGCTGGTAAGGAAC 

 

XBP1s 

Sens GGCTCGAATGAGTGAGCTGGAACA Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens CAACTGGGCCTGCACCTGCT 

BiP  Non spécifié par le fournisseur 
(BioRad, Hercules, 

Etats-Unis) 

 

HMBS 

Sens CTGGGCTCCTCTTGGAATG 
Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens GATGGGCAACTGTACCTGACTG 

 

β-Actine 

Sens TGACCCAGATCATGTTTGAG 
Eurogentec (Liège, 

Belgique) 
Antisens TAATGTCACGCACGATTTCC 
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Pour valider des données obtenues, une gamme standard est établie par des dilutions 

successives d’ADNc de manière à englober toute la gamme de concentration potentielle des 

échantillons à analyser. De plus, la spécificité des produits de RT-qPCR est vérifiée par une 

analyse des courbes de fusion obtenues permettant l’identification d’un pic unique qui 

caractérise de manière spécifique chacun des gènes étudiés.  

Le programme d’amplification est réalisé par l’iCycler (BioRad, Hercules, USA) selon 

un protocole décrit dans le tableau 4 : 

 

Dénaturation initiale et activation 

de la polymérase : 
95°C 2 min 1 cycle 

Dénaturation : 95°C 5 sec  

39 cycles 

 
Hybridation/Elongation : 60°C 30 sec 

Courbe de fusion : 

65-95°C 

(incrémentation 

0,5°C) 

5sec/étapes 1 cycle 

 

Tableau 4 : Programme d’amplification des fragments d’ADN réalisé par l’iCycler. 

Les quantités relatives du gène d’intérêt sont analysées à l’aide du logiciel Bio-Rad 

CFX Manager (version 3.1). Tous les échantillons sont mesurés en triplicats et normalisés par 

rapport au gène de référence HMBS ou β-Actine.  



Matériels et Méthodes 

 

118 

 

2.4 Analyses protéiques 

2.4.1 Extraction protéique 

Les cellules confluentes à 80% sont détachées par grattage puis centrifugées à 500g 

pendant 5min. Le surnageant est éliminé et chaque culot cellulaire est re-suspendu dans 150µl 

de tampon de lyse RIPA (Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France) contenant une 

tablette de cOmplete® Protease inhibitor (Roche, Mannheim, Allemagne) pour 10ml de 

tampon RIPA. Les échantillons sont gardés sur glace pendant 1h avec une agitation par vortex 

toutes les 10min. Une centrifugation à 12000g pendant 45min à 4°C est effectuée afin 

d’éliminer les précipités. Le surnageant est récupéré pour analyse. 

2.4.2 Mesure de la concentration en protéine  

La méthode BCA, BiCinchoninic acid Assay, (Smith et al. 1985) est un test 

colorimétrique permettant de doser la quantité de protéines présente dans un échantillon 

relativement à une gamme d’étalonnage de quantité connue de BSA (Albumine de Sérum 

Bovin). Le principe de la méthode repose sur la réduction en milieu alcalin des ions 

cuivriques Cu2+ en Cu+ par les protéines. L’acide bicinchoninique (BCA) est un réactif 

spécifique du Cu+ qui forme une coloration pourpre ayant une absorbance maximale à 562nm 

et dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de protéine présente dans l’échantillon. La 

concentration en protéine des échantillons est calculée grâce à une courbe de référence allant 

de 0 à 2µg/ml de BSA.  

Les échantillons à mesurer sont préparés à deux dilutions de 1/10 et 1/20 dans de l’eau 

ultrapure. La gamme d’étalonnage est obtenue à partir d’un kit BCA (Interchim, Montlucon, 

France). Le réactif BCA est préparé en ajoutant 1 part de réactif B (solution d’acide 
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bicinchoninique) à 50 parts de réactif A (solution de soude à 0,1N). Dans une plaque 96 puits, 

25µl de standards et d’échantillons sont déposés en triplicats. 200µl de BCA sont ajoutés dans 

chaque puits, la plaque est incubée 30 min à 37°C et l’absorbance à 562nm est mesurée au 

spectrophotomètre (Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France). La gamme d’étalonnage 

est construite à partir des standards et permet de calculer les concentrations de chacun de nos 

échantillons inconnus. 

2.4.3 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de 

dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) 

Le SDS-PAGE est une technique permettant la migration des protéines à travers un gel 

de polyacrylamide afin de les séparer en fonction de leur taille. Le principe de cette technique 

est basé sur la dénaturation de la conformation protéique et l’ajout de charge négative due à la 

présence de SDS (sodium dodécyl sulfate), un agent dénaturant possédant une extrémité 

chargée négativement. Ainsi, les protéines déposées sur le gel vont pouvoir migrer par 

l’application d’un courant électrique allant de la cathode vers l’anode.  

Les protéines (45µg) sont déposées dans des gels 4-20% (TGX SDS pre-casted 

polyacrylamide gels, BioRad, Hercules, USA). Les protéines sont diluées dans un tampon 

Laemmli (BioRad, Hercules, USA) contenant du β-mercaptoéthanol comme agent réducteur 

permettant de couper les ponts disulfures responsables du repliement des protéines. Avant 

l’électrophorèse, les échantillons sont chauffés à 95°C pendant 5min. Un marqueur de poids 

moléculaire est déposé des deux côtés du gel afin de confirmer la taille des protéines révélées 

par la suite (Precision Plus Protein Dual color standard, BioRad, Hercules, Etats-Unis). La 

migration électrophorétique est réalisée grâce à un courant de 180mV et un tampon de 

migration contenant du Tris/glycine/SDS (BioRad, Hercules, Etats-Unis). 
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2.4.4 Western blot 

La partie Western blot réfère à la migration des protéines sur une membrane 

permettant leur révélation et quantification à l’aide de technique d’immunomarquage. Pour 

cela les protéines qui ont migré à travers le gel de polyacrylamide grâce à la technique de SDS 

PAGE vont devoir être transférées sur un support plus adapté permettant de révéler les 

protéines d’intérêt à l’aide d’anticorps spécifiques. Ce support est une membrane de 

polyfluorure de vinylidène (PVDF) qui possède une haute affinité de liaison avec les protéines 

assurant ainsi une qualité de transfert optimale. 

2.4.4.1 Transfert semi-sec 

Afin de procéder au transfert des protéines contenues dans le gel de polyacrylamide 

sur la membrane de PVDF, la technique de transfert « semi-sec » est adoptée. Pour cela, deux 

piles de papier filtre sont enduites de tampon de transfert. La membrane de PVDF est activée 

pendant 5min dans l’éthanol absolu avant réalisation du transfert. Ensuite, la membrane et le 

gel contenant les protéines sont placés en « sandwich » entre les piles de papier filtre qui sont 

déposées en contact direct avec les deux électrodes de la cassette de transfert. La membrane 

de PVDF est placée le plus proche de l’anode et le gel du côté de la cathode. La cassette est 

ensuite insérée dans le système de transfert Transblot Turbo system (BioRad, Hercules, Etats-

Unis) et l’intensité du courant appliqué est réglé en fonction du poids moléculaire de la 

protéine d’intérêt.  
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Tableau 5 : Protocole de transfert des protéines du gel vers la membrane de PVDF en fonction 

du poids moléculaire de la protéine. 

2.4.4.2 Système de quantification « stain free » et immuno-detection 

Afin de procéder à l’immuno-détection des protéines d’intérêt la membrane est 

incubée pendant 1h à température ambiante dans une solution de bloquant afin de saturer les 

sites aspécifiques. La membrane est incubée toute la nuit à 4°C dans l’anticorps primaire 

(dirigé contre la protéine d’intérêt) dilué dans la solution de bloquant.  

Le lendemain, la membrane est lavée trois fois 5 min dans une solution de lavage 

TBS-Tween 0,1% (TBS-T) puis incubée 1h à température ambiante dans l’anticorps 

secondaire conjugué à la peroxydase, également dilué dans la solution de bloquant. Après 3 

nouveaux lavages de 5min dans du TBS-T, la protéine d’intérêt est révélée grâce à l’ajout du 

substrat de révélation chemiluminescent (Clarity Western electrochemoluminescence 

substrate, BioRad, Hercules, Etats-Unis). Le substrat en présence de l’enzyme produira une 

réaction luminescente qui sera quantifiée par le détecteur ChemiDoc MP (Biorad, Hercules, 

CA, USA). 

Poids moléculaire 

(kDa) 

 

Temps (min) 

 

Courant 

>150 10  

2.5A constant, jusqu’à 25V <30 5 

5-150 7 
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La méthode de normalisation classique du Western Blot consiste à révéler une protéine de 

référence en parallèle de la protéine d’intérêt par la même méthode d’immuno-détection. La 

protéine de référence sert de contrôle interne à l’expérience et permet de s’assurer (i) que la 

même quantité de protéine a été déposée dans chaque puits ; (ii) que le transfert a été effectué 

avec la même efficacité pour tous les échantillons et enfin (iii) que l’incubation avec les 

anticorps a été répartie de façon homogène sur toute la membrane. Pour être un bon contrôle 

interne, la protéine de référence doit répondre à différents critères et ne doit notamment pas 

être influencée par les différentes conditions d’expérimentation. Une méthode alternative est 

la technique de quantification par protéines totales grâce à la méthode d’imagerie « stain-

free ». L’imagerie stain-free utilise le gel de polyacrylamide pour exacerber la fluorescence 

des acides aminés tryptophanes présents dans les protéines grâce à une brève photoactivation. 

Ceci permet de visualiser directement l’ensemble des protéines présentes à chaque étape de 

l’électrophorèse et du western blot. Cette technique permet de normaliser directement le 

signal de la protéine d’intérêt sur la quantité de protéines totales contenue dans l’échantillon, 

donnant lieu à une quantification plus précise et plus sensible qui s’affranchit des variations 

des techniques immunochimiques (Gurtler et al. 2013). 

L’intensité des bandes et la quantification du ratio protéine d’intérêt/protéines totales 

est calculée à l’aide du logiciel Image Lab (BioRad, Hercules, Etats-Unis).  
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Tableau 6 : Liste des anticorps utilisés dans les analyses Western blot. 

 

2.5 Cytométrie en flux 

La proportion de cellules apoptotiques dans les cultures 158N et 158JP a été mesurée 

par cytométrie de flux en utilisant (i) l’annexine-V combinée au marqueur phycoérythrine 

(PE) et l’iodure de propidum (eBioscience, Paris, France) et (ii) l’inhibiteur ATAD-FMK qui 

Anticorps primaire 

 

Anti Bax 

 

lapin 

Santa Cruz (Dallas, 
Etats-Unis) 

 

sc-6236 

 

1/800 

 

Anti Bcl-2 

 

souris 

Santa Cruz (Dallas, 
Etats-Unis) 

 

sc-509 

 

1/200 

 

Anti BiP 

 

lapin 

Enzo life science 
(Farmingdale, Etats-

Unis) 

 

ADI-SPA-
826 

 

1/1000 

 

Anti CHOP 

 

lapin 

Santa Cruz (Dallas, 
Etats-Unis) 

 

sc-793 

 

1/1000 

Anticorps secondaires 

Anti lapin IgG 
HRP 

chèvre 
Abliance (Compiège, 

France) 
BI 2407 1/1000 

Anti souris IgG 
HRP 

chèvre 
Abliance (Compiège, 

France) 
BI 2413C 1/1000 



Matériels et Méthodes 

 

124 

 

se lie à la caspase-12 activée et marquée à la fluorescéine (FITC) (caspILLUME, GeneTex, 

Irvine, Etats-Unis).  

2.5.1 Marquage de l’Annexine-V et à l’iodure de propidium 

Les cellules 158N et 158JP sont détachées à l’aide de milieu de dissociation, 

centrifugées pendant 10min à 500g puis lavées dans du PBS avant d’être re-suspendues dans 

un tampon de liaison (Binding buffer, eBioscience, Paris, France) à une densité de 106 cellules 

par ml. Les cellules sont alors incubées avec l’annexine V-PE pendant 10min à température 

ambiante. Après un lavage au PBS l’IP est ajouté à une concentration de 20µg/ml dans chaque 

échantillon. 

2.5.2 Marquage de la Caspase-12 activée 

Les cellules 158N et 158JP sont détachées à l’aide de milieu de dissociation, 

centrifugées pendant 10min à 500g puis re-suspendues dans du PBS à une densité de 106 

cellules par ml. Les cellules sont alors incubées avec le FITC-ATAD-FMK pendant 30min à 

37°C sous une atmosphère de 5% de CO2 puis lavées deux fois au PBS.  

2.5.3 Analyse par le cytomètre de flux 

Pour chaque expérience en cytométrie de flux, 10 000 cellules ont été analysées par 

échantillon avec un cytomètre de flux BD Accuri™ C6 Plus, (Bioscience, Montana, Etats-

Unis). Les données ont été analysées à l'aide du logiciel BD Accuri C6. 
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2.6 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le programme GraphPad-Prism 

(GraphPad-Prism, San Diego, Etats-Unis). Toutes les données  sur les graphiques représentent 

la moyenne ± l’erreur type (SEM). Les différences statistiques entre deux moyennes sont 

déterminées par un test t de Student. Les différences statistiques entre plus de deux moyennes 

sont déterminées à l’aide d’une ANOVA à un ou deux facteurs et complétées par un test post-

hoc de Tukey. Les différences sont estimées significatives à partir d’un p< 0,05. Les valeurs 

DE50 de l’effet de la tunicamycine ont été déterminées par une régression non linéaire de type 

dose-effet par inhibition et ayant une pente variable. La bonne corrélation entre la prédiction 

mathématique et les points expérimentaux est déterminé par le coefficient de corrélation au 

carré ayant une valeur r² >0,7. 
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3. Résultats 
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3.1 Effets de la mutation PLP sur la survie des OL 158JP 

3.1.1 Diminution de la viabilité des OL 158JP par rapport aux OL contrôles 

158N 

Les tests MTT et bleu de Trypan ont été réalisés pour comparer la viabilité des OL 

158JP et 158N. L’analyse de l’absorbance du formazan nous a permis de démontrer que les 

cellules 158N possèdent une activité mitochondriale plus importante que celle des cellules 

158JP à 48h et 72h après ensemencement (figure 20, A). Etant donné que le test MTT ne 

mesure que le pourcentage de cellules vivantes, le test d’exclusion au bleu de trypan a été 

utilisé pour déterminer à la fois les pourcentages de cellules vivantes et de cellules mortes. 

Une augmentation significative (p<0,0001) du nombre de cellules mortes a été mise en 

évidence dans les cultures d’oligodendrocytes 158JP (49,38% ± 1,824, n=12) comparées aux 

158N (17,67% ± 1,539, n=12). Ainsi, il apparait que la diminution de l’activité 

mitochondriale retrouvée chez les 158JP ne soit pas uniquement le reflet d’un retard du cycle 

cellulaire mais atteste aussi d’une augmentation de la mort cellulaire induite par la mutation 

JP (figure 20, B).  
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3.1.2 La diminution de viabilité des OL 158JP est corrélée à l’activation des 

mécanismes d’apoptose  

La combinaison de la cytométrie en flux avec un double marquage Annexine-V et 

iodure de propidium (IP) nous a permis d’identifier le mécanisme induisant l’augmentation de 

la mortalité cellulaire observée chez les OL 158JP. Nous avons observé 8,5% vs. 15,6% de 

cellules en phase précoce d’apoptose et 14% vs. 33,5% de cellules en phase tardive 

d’apoptose respectivement dans les cultures 158N et 158JP (figure 21). Le pourcentage de 

 

Figure 20 : Illustration de la baisse de viabilité et de l’augmentation de la mortalité dans les 

cultures d’OL 158JP comparées aux cultures d’OL contrôles 158N.  

(A) Etude cinétique de la viabilité cellulaire des OL 158N (p) et 158JP (n). Le test de réduction 

MTT a été utilisé pour déterminer la viabilité/survie des cultures des deux lignées cellulaires à 24, 

48 et 72h (n=8, ANOVA : Interaction facteur lignée x facteur temps F(2, 42)=168,2, p < 0,0001, 

suivie de post hoc Tukey, ****p < 0,0001). (B) Le test au bleu de trypan a été réalisé afin de 

calculer le pourcentage effectif de cellules mortes dans les cultures 158N et 158JP (n=12, 

t(23)=13,18, ****p < 0,0001). Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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cellules nécrotiques reste similaire et constant entre les deux lignées cellulaires (8,9% vs. 

7,9%).  

La combinaison des expériences de RT-qPCR et Western blot a révélé que les ratios 

des concentrations d’ARNm et de protéines des marqueurs endogènes clefs de l’apoptose 

Bax(pro-apoptotique)/Bcl-2(anti-apoptotique) sont plus élevés dans les OL 158JP (figure 22). 

De manière intéressante, nous avons observé que l’expression du marqueur anti-apoptotique 

Bcl-2 est extrêmement faible au point qu’il ne dépasse pas le seuil de détection des analyses 

en Western blot (figure 22, B). L’ensemble de ces résultats suggère que la mutation JP 

activerait les processus d’apoptose qui provoquent secondairement une diminution de la 

viabilité des OL 158JP.  
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Figure 21: Evaluation qualitative de l’apoptose dans les cellules 158JP et 158N par 

cytométrie de flux.  

L’intensité du marquage IP est représentée sur l’axe des ordonnées (y) et celle de 

l’annexine V sur l’axe des abscisses (x). Le premier quadrant représente les cellules 

nécrotiques, le quadrant 2 les cellules apoptotiques tardives et/ou nécrotiques, le quadrant 

3 les cellules vivantes et le quadrant 4 les cellules apoptotiques précoces.  
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Figure 22: Evaluation des niveaux endogènes des marqueurs de l’apoptose dans les cellules 

158N et 158JP.  

(A) Analyses RT-qPCR du rapport des concentrations en ARNm de Bax/Bcl-2 dans les cellules 

158N et 158JP (n=12, t(22)=14,68, ****p < 0,0001). (B) Image du western blot et (C) semi-

quantification du rapport protéique Bax/Bcl-2 dans les cellules 158N et 158JP ; la 

concentration de protéines totales est utilisée comme contrôle (n=8, t(14)=21,10, ****p < 

0,0001). Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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3.1.3 Mise en évidence d’un niveau basal élevé de stress du RE dans les OL 

158JP 

Pour vérifier si l’augmentation de l’apoptose induite par la mutation JP dans les OL 

158JP résulte de l’activation du stress du RE consécutive à l’accumulation de la PLP, nous 

avons mesuré les niveaux endogènes des marqueurs du stress du RE dans les lignées 

cellulaires 158N et 158JP.  

 

La chaperonne BiP est un marqueur du stress du RE qui se lie aux protéines mal 

conformées. BiP est responsable de l’activation de la réponse UPR (voir chapitre 1.3.2). Nous 

avons alors mesuré les concentrations d’ARNm et de protéine de BiP dans les OL 158N et 

158JP. Nos résultats montrent une augmentation significative des ARNm et de la protéine BiP 

dans les cellules 158JP comparées aux 158N (figure 23).  
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Figure 23 : Evaluation des niveaux endogènes de stress du RE dans les OL 158N et 158JP. 

 (A) Analyses en RT-qPCR des concentrations d’ARNm codant la protéine BiP dans les 

cellules 158N et 158JP (n=12, t(22)=8,302, ****p < 0,0001). (B) Image du western blot et 

(C) semi-quantification des concentrations de la protéine BiP dans les cellules 158N et 

158JP ; la concentration de protéines totales est utilisée comme contrôle (n=8, t(14)=2,718, 

*p < 0,05). Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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Nous avons également évalué l’expression de l’ARNm de XPB1, un marqueur des 

phénomènes adaptatifs dans les OL 158N et 158JP. De manière intéressante, l’expression de 

la forme épissée de XBP1 (XPB1s) est réduite dans les OL 158JP comparativement aux 

158N, ce qui traduit un dépassement des phénomènes adaptatifs dans les cellules 158JP 

(figure 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En plus des marqueurs BiP et XPB1s, nous avons mesuré les niveaux d’ARNm et les 

concentrations protéiques de CHOP qui est considéré comme un marqueur de la voie 

apoptotique induite par l’UPR. De manière surprenante, nous avons trouvé que la 

concentration d’ARNm codant CHOP est plus faible dans les cellules 158JP comparées aux 

158N (figure 25, A) alors que nous observons une augmentation de la concentration de la 

protéine CHOP dans les OL 158JP par rapports aux 158N (figure 25, B et C). Nous avons 

alors réalisé une série d’expériences pour nous assurer qu’il existe bien une corrélation 

 

Figure 24: Evaluation quantitative (A) et quantitative (B) de l’expression de l’ARNm de 

XBP1s dans les cellules 158N et 158JP (n=12, t(22)=6,687, ****p < 0,0001). Les valeurs 

représentent la moyenne + SEM. 



Résultats 

 

135 

 

positive entre les niveaux élevés du stress du RE et d’ARNm codant CHOP. Nous avons 

exposé les cellules 158N et 158JP à la tunicamycine, qui est un activateur du stress du RE. 

Nous avons alors observé que la tunicamycine induit une diminution dose-dépendante de la 

viabilité des deux lignées cellulaires 158N et 158JP (figure 26). Cependant, la dose de 

tunicamycine nécessaire pour tuer 50% des cellules (DE50) après 20h de traitement est de 

0,1356 ± 0,007 pour les 158N et de 0,0020 ± 0,0001 µg/m pour les 158JP, soit une DE50 pour 

les OL 158JP environ 67 fois inférieure à la DE50 pour les OL 158N (figure 26). Ces données 

suggèrent que le niveau de stress du RE élevé de manière basale chez les OL 158JP est 

amplifié par la tunicamycine ce qui rend ces cellules extrêmement plus vulnérables à 

l’induction de l’apoptose induite par le stress du RE que les 158N contrôles. Par ailleurs, nos 

résultats montrent aussi une augmentation effective de la concentration d’ARNm codant 

CHOP dans les cellules 158N et 158JP (figure 27). De manière intéressante, l’augmentation 

de l’expression des ARNm codant CHOP est 4 fois plus importante dans les OL 158JP que 

dans les OL 158N exposés à la tunicamycine.  
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Figure 25 : Evaluation des niveaux endogènes de CHOP dans les OL 158N et 158JP.  

(A) Analyses en RT-qPCR de l’expression de CHOP dans les cellules 158N et 158JP (n=12, 

t(22)=10,41, ****p < 0,0001). (B) Image du western blot et (C) semi-quantification de 

l’expression protéique de Chop dans les cellules 158N et 158JP ; le taux de protéines totales 

est utilisé comme contrôle (n=8, t(14)=9,653, ***p< 0,001). Les valeurs représentent la 

moyenne + SEM. 
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Figure 26 : Effet dose-réponse de la tunicamycine sur les cellules 158N (l) et 158 JP (n).  

Le test MTT a été utilisé pour déterminer la viabilité cellulaire qui est exprimée en 

pourcentage du témoin (cellules non traitées). Le signal MTT évalué dans la condition 

témoin (absence de tunicamycine) est arbitrairement placé à 100%. La concentration de 

tunicamycine induisant 50% de mortalité cellulaire est définie par l’DE50 (µg/ml) à partir 

d’une modélisation mathématique. La modélisation est une courbe dose-réponse en log 

d’inhibiteur en fonction de la réponse à 3 variables : inhibition maximale, t(297)=38,48, 

p<0.001 ; pente, t(297)=51 ; DE50, t(297)=222. Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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Figure 27: Effet de la tunicamycine sur la concentration des ARNm codant  la protéine 

CHOP dans les cellules 158N et 158JP.  

Les OL 158N et 158JP ont été traités avec leurs DE50 respectives de tunicamycine : 0,1356 et 

0,002 µg/ml (n=8, ANOVA : Interaction facteur lignée x facteur traitement : F(1, 28)=476,5, 

p < 0,0001, suivie de post hoc Tukey, ****p < 0,0001). Les valeurs représentent la moyenne 

+ SEM. 
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Pour confirmer l’activation des voies apoptotiques induites par le stress du RE, nous 

avons utilisé la technique de cytométrie en flux pour mesurer l’expression de la caspase-12, 

décrite comme étant une caspase intervenant dans l’apoptose évoquée par le stress du RE 

(Nakagawa et al. 2000; Fribley et al. 2009). Nos résultats montrent un décalage de la courbe 

du signal fluorescent vers la droite (figure 28, A), traduisant une augmentation de 30% de 

l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) de la caspase-12 dans les OL 158JP comparés aux 

158N (figure 28, B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Evaluation qualitative (A) et quantitative (B) par cytométrie de flux de l’expression 

de la caspase-12 activée dans les OL 158N et 158JP. 

L’intensité moyenne de fluorescence (IMF) représente la moyenne de fluorescence de 10 000 

cellules comptées pour chaque expérience. Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 3 

expériences indépendantes (t(4)=3,084, *p < 0,05).  
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3.2 Effet protecteur du 4-PBA, inhibiteur du stress du RE, sur la 

mort olygodendrocytaire induite par la mutation PLP 

Nous avons testé la capacité du 4-PBA, connu pour son activité inhibitrice du stress du 

RE (Kubota et al. 2006; Mimori et al. 2012; Jiang et al. 2014; Kolb et al. 2015), à protéger les 

cellules 158JP contre la mort cellulaire induite par l’accumulation de la protéine PLP mutée. 

Les marqueurs du stress du RE et de l’apoptose ont été évalués après un traitement avec 

500µM de 4-PBA. Nos résultats montrent une diminution significative des concentrations 

d’ARNm et de protéine BiP après 48h de traitement au 4-PBA (figure 29, A et B). De plus, la 

concentration d’ARNm du marqueur CHOP diminue également dans les cellules 158JP après 

un traitement à 24h et 48h (figure 29, C). Nos travaux révèlent également que le 4-PBA 

entraine une baisse significative de la concentration du facteur pro-apoptotique Bax et une 

augmentation du facteur anti-apoptotique Bcl-2 après 48h de traitement (figure 30). Par 

ailleurs, le test au bleu de trypan a permis de confirmer que le traitement au 4-PBA augmente 

d’environ 18% (17,6 ± 5,8 %) la survie des OL 158JP (figure 31). 
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Figure 29 : Effet d’un traitement au 4-PBA sur les marqueurs du stress du RE dans les 

cellules 158JP. (A) Analyse RT-qPCR de l’expression de BiP après 48h de traitement au 4-

PBA (500µM), (n=12, t(21)=4,398, ***p < 0,001). (B) Image du western blot et semi-

quantification de l’expression protéique de BiP dans les cellules 158JP après 48h de 

traitement au 4-PBA ; la concentration de protéines totales est utilisé comme contrôle (n=12, 

t(20)=2,633, *p < 0,05). (C) Analyse RT-qPCR des niveaux d’ARNm codant CHOP dans les 

OL 158JP après 24h et 48h de traitement au 4-PBA (500µM), (n=12, ANOVA : facteur 

temps F(2, 30)=10,50, p < 0,001 suivie de post hoc Tukey, **p < 0,005, ***p < 0,001) . Les 

valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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Figure 30: Effet d’un traitement au 4-PBA sur les marqueurs de l’apoptose dans les OL 

158JP.  

(A) Analyse RT-qPCR des concentrations d’ARNm de Bax dans les OL 158JP après 24h et 

48h de traitement au 4-PBA (500µM), (n=12, ANOVA facteur temps F(2, 26)=12,05, p < 0,001 

suivie de post hoc Tukey, ** p < 0,005, *** p < 0,001). (B) Analyse en RT-qPCR des 

concentrations d’ARNm de Bcl-2 dans les cellules 158JP après 24h et 48h de traitement au 4-

PBA (500µM), (n=12, ANOVA facteur temps F(2, 25)=7,043, p < 0,005, suivie de post hoc 

Tukey, ** p < 0,005). 
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3.3 Effets de la rapamycine sur la survie des OL 158JP 

Etant donné que la rapamycine est connue pour stimuler l’autophagie permettant 

d’améliorer la dégradation des protéines mal conformées (Klionsky et Emr 2000; Bove et al. 

2011; Kapuy et al. 2014; Cai et al. 2016), nous avons étudié l’action de cette molécule sur la 

viabilité des OL 158N et 158JP. Les cellules ont été traitées avec des concentrations de 

rapamycine allant de 20 à 200nM pendant 6h et 24h et les mesures MTT réalisées pour 

chaque type cellulaire dans les conditions basales (absence de traitement) ont été 

arbitrairement placées à 100%. Après 6h de traitement à la rapamycine, aucune différence n’a 

été observée entre les cellules 158N et 158JP quelle que soit la concentration de rapamycine 

(figure 32, A et B). Après 24h de traitement, la viabilité des OL 158N et 158JP est diminuée à 

toutes les concentrations de rapamycine (figure 32, B et C). Nous avons alors voulu vérifier si 

 

Figure 31 : Analyse par le test d’exclusion au bleu de trypan de l’effet du 4-PBA sur la survie 

des OL 158JP.  

Le graphique montre le pourcentage de survie des OL 158JP en absence (témoin) et en 

présence de 4-PBA (500µM) pendant 48h (n=20, t(35)=14,57, **p < 0,01). Le pourcentage de 

survie des cellules témoins est arbitrairement placé à 100%. Les valeurs représentent la 

moyenne + SEM. 
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cette diminution de la survie cellulaire est le reflet d’une toxicité de la rapamycine sur nos 

deux lignées ou si la rapamycine provoque un ralentissement de la prolifération cellulaire. Les 

analyses au bleu de trypan nous ont permis de démontrer que la rapamycine (20nM) diminue 

le nombre de cellules 158JP présentes dans les cultures traitées comparées aux témoins (figure 

33, A). L’analyse du pourcentage de cellules vivantes dans les cultures traitées à la 

rapamycine nous oriente vers un effet ralentisseur de la prolifération cellulaire qui 

expliquerait la baisse de viabilité cellulaire observée (figure 33, A). Ces données indiquent 

que la rapamycine n’améliore pas la survie des OL 158JP (figure 33, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Evaluation cinétique de l’effet dose-réponse de la rapamycine sur la viabilité des OL 

158N (A, C) et 158JP (B, D).  

Le test MTT a été utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du 

contrôle (cellules témoin non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 

ANOVA pour 158N 24h : facteur dose F(4, 75)=15,96, p < 0,0001, n=16 ;  ANOVA pour 158JP 

24h: facteur dose F(4, 155)=19,99, p < 0,0001, n= 32, suivie de post hoc Tukey (****p < 0,0001). 
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Figure 33 : Analyse par le test d’exclusion au bleu de trypan de l’effet de la rapamycine sur la 

survie des OL 158JP.  

(A) Comptage du nombre de cellules totales présentes dans les cultures en absence (témoin) et 

présence de rapamycine (20nM), (n=4, t(6)=3,456, *p < 0,05). (B) Pourcentage de survie 

cellulaire des 158JP en absence (témoin) et présence de rapamycine (20nM) pendant 24h. Les 

valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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3.4 Effets des neurostéroïdes et stéroïdes neuroactifs sur la survie 

des OL 158JP 

3.4.1 Effets de l’alloprégnanolone et de l’œstradiol  

Comme nous l’avons rappelé dans l’introduction du présent manuscrit de thèse (voir 

chapitre 1.4.2.2), diverses études ont démontré que les neurostéroïdes et stéroïdes neuroactifs 

exercent des effets protecteurs sur les cellules nerveuses dans de nombreux modèles de 

pathologies (Melcangi et al. 2008; Garcia-Segura et Balthazart 2009; Borowicz et al. 2011). 

En particulier, il a été démontré que l’alloprégnanolone et l’œstradiol, qui induisent des effets 

anti-apoptotiques, sont capables de contrecarrer les processus de stress cellulaire dans le 

système nerveux (Nilsen 2008; Zampieri et al. 2009; Numakawa et al. 2011; Grimm et al. 

2014; Lejri et al. 2017). Compte tenu de ces connaissances bibliographiques, nous avons 

d’abord focalisé nos efforts sur l’évaluation du potentiel de l’alloprégnanolone et de 

l’œstradiol à réduire le stress du RE et à améliorer la survie des OL 158JP.  

3.4.1.1 Effet de l’œstradiol sur la survie cellulaire des cellules 158N et 158JP 

L’effet de l’œstradiol sur la viabilité des cellules 158N et 158JP a été mesuré par le 

test MTT. Les cellules 158N et 158JP ont été traitées avec une gamme de concentrations 

d’œstradiol allant de 500 à 750nM pendant 3h et 24h. Le signal détecté pour chaque type 

cellulaire dans les conditions basales (absence de traitement) a été arbitrairement placé à 

100%. De manière surprenante, le traitement à l’œstradiol ne modifie pas la survie des OL 

158N et 158JP quelle que soit la concentration utilisée ou la durée de traitement (figure 34). 

Nous avons alors utilisé l’analyse Xcelligence permettant d’enregistrer l’activité des cellules 

pour vérifier si l’absence d’effet de l’œstradiol est liée à un problème de sensibilité de la 
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technique MTT. La méthode Xcelligence a confirmé l’absence d’effet de l’œstradiol sur la 

viabilité cellulaire (figure 35). De façon cohérente, le test d’exclusion au bleu de trypan n’a 

également montré aucun effet de l’œstradiol sur le pourcentage de cellules vivantes (figure 

36).  

 

  

 

Figure 34 : Evaluation cinétique de l’effet dose-réponse de l’œstradiol sur la viabilité des OL 

158N (A, B) et 158JP (C, D). 

 Le test MTT a été utilisé pour mesurer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du 

contrôle (cellules témoins non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM d’au 

moins trois expériences indépendantes. 
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Figure 36: Analyse par le test d’exclusion au bleu de trypan de l’effet de l’œstradiol sur la 

survie des OL 158N et 158JP.  

Le graphique montre le pourcentage de survie des OL 158N et 158JP en absence (témoin) et 

présence d’œstradiol (10nM) pendant 24h, n=20. Le pourcentage de survie des cellules 

témoins est arbitrairement placé à 100%. Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 

 

Figure 35 : Illustration de l’impédance des cellules 158JP en absence (témoin) ou en présence de 

10nM d’œstradiol.  



Résultats 

 

149 

 

3.4.1.2 Effet de l’œstradiol sur le stress du RE 

Bien que les approches que nous avons utilisées (MTT, Xcelligence, test d’exclusion 

au bleu de trypan) n’aient pas permis d’identifier l’action de l’œstradiol sur la survie des 

oligoendrocytes 158JP, rien ne permet d’exclure la possibilité que l’œstradiol modulerait 

néanmoins le stress du RE dans ces cellules et que l’action de l’œstradiol ne serait pas 

suffisamment importante pour impacter la survie cellulaire. Pour vérifier cette hypothèse, 

nous avons évalué par RT-qPCR l’effet de l’œstradiol sur l’expression des ARNm codant les 

protéines CHOP et BiP qui sont des marqueurs du stress du RE. Nos résultats montrent que le 

traitement à l’œstradiol (10 ou 100nM) pendant 24h ne modifie pas les concentrations 

d’ARNm de CHOP et BiP dans les cellules 158JP (figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37: Effet de l’œstradiol sur les marqueurs du stress du RE dans les cellules 158JP. 

(A) Analyse RT-qPCR de l’expression de CHOP dans les OL 158JP après 24h de 

traitement à l’œstradiol (10 ou 100nM), n=8. (B) Analyse RT-qPCR de l’expression de BiP 

dans les OL 158JP après 24h de traitement à l’œstradiol, n=8. Les valeurs représentent la 

moyenne + SEM. 
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3.4.1.3 Effet de l’alloprégnanolone sur la survie des OL 158N et 158JP  

De façon similaire au travail réalisé avec l’œstradiol, l’effet de l’alloprégnanolone sur 

la viabilité des cellules 158N et 158JP a également été évalué grâce au test MTT. Les cellules 

158N et 158JP ont été traitées avec des concentrations d’alloprégnanolone allant de 100 à 

750nM pendant 3h, 6h ou 24h. Le signal détecté pour chaque type cellulaire dans les 

conditions basales (absence de traitement) a été arbitrairement placé à 100%. Aucun effet de 

l’alloprégnanolone n’est observé sur la viabilité des OL 158N et 158JP quelle que soit la 

concentration utilisée ou la durée de traitement (figure 38). Cette observation est confirmée 

par le test d’exclusion au bleu de trypan et par l’analyse Xcelligence qui ont respectivement 

révélé que le traitement à l’alloprégnanolone (500nM) pendant 24h ne modifie pas le 

pourcentage de cellules 158N et 158JP vivantes (figure 39) ou l’impédance des OL 158JP 

(figure 40). 
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Figure 38 : Evaluation cinétique de l’effet dose-réponse de l’alloprégnanolone sur la viabilité des OL 

158N (A, B, C) et 158JP (D, E, F). 

 Le test MTT a été utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du contrôle 

(cellules témoins non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM d’au moins trois 

expériences indépendantes. 
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Figure 40 : Analyse de l’impédance des cellules 158JP en présence (témoin) ou en absence 

d’alloprégnanolone (Allo) à 500nM. 

 

Figure 39 : Analyse par le test d’exclusion au bleu de trypan de l’effet de l’alloprégnanolone 

(500nM) sur la survie des OL 158N (A) et 158JP (B).  

Le graphique montre le pourcentage de survie cellulaire des 158N et 158JP en absence (témoin) 

et présence d’alloprégnanolone (10nM) pendant 24h, n=12. Le pourcentage de survie des 

cellules témoins est arbitrairement placé à 100%. Les valeurs représentent la moyenne + SEM. 
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3.4.1.4 Effet de l’alloprégnanolone sur le stress du RE 

La technique de RT-qPCR a été utilisée pour déterminer si l’alloprégnanolone module 

néanmoins le stress du RE indépendamment de l’absence d’action détectable sur la survie des 

OL 158JP. Tout comme l’œstradiol, l’alloprégnanolone (500nM) administré pendant 24h 

n’exerce aucun effet sur la concentration des ARNm codant CHOP dans les OL 158JP (figure 

41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2 Effets des autres stéroïdes neuroactifs sur la survie des OL 158N et 

158JP 

L’alloprégnanolone et l’œstradiol n’ayant pas démontré d’effet bénéfique dans notre 

modèle cellulaire, nous avons effectué un screening d’autres stéroïdes neuroactifs décrits dans 

la littérature comme neuroprotecteurs (voir chapitre 1.4.2.2) (Pike et al. 2008; Garcia-Segura 

et Balthazart 2009; Aly et al. 2011; Borowicz et al. 2011; Singh et Su 2013; Grimm et al. 

 

Figure 41: Analyse RT-qPCR de l’expression de CHOP dans les OL 158JP après 24h de 

traitement à l’alloprégnanolone (500nM), n=8. Les valeurs représentent la moyenne 

+ SEM. 
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2014) afin de vérifier si ces stéroïdes seraient capables de moduler la survie des cellules 158N 

et 158JP. Ainsi, le test MTT a été utilisé pour étudier les effets de la DHEA, de la DHT, de la 

progestérone et de l’acétate d’ulipristal (un antagoniste des récepteurs nucléaires de la 

progestérone) sur la survie des OL 158N et 158JP. Nos résultats montrent qu’aucun de ces 

stéroïdes neuroactifs n’affecte la survie des cellules 158JP dans les gammes de concentrations 

et les durées de traitement utilisées (figures 42, 43, 44 et 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Evaluation cinétique de l’effet dose-réponse de la DHEA sur la viabilité des OL 158N 

(A, B, C) et 158JP (D, E, F).  

Le test MTT a été utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du contrôle 

(cellules témoins non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM d’au moins trois 

expériences indépendantes. 
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Figure 43 : Evaluation cinétique de l’effet dose-réponse de la DHT sur la viabilité des OL 158N (A, 

B, C) et 158JP (D, E, F).  

Le test MTT a été utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du contrôle 

(cellules témoins non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM d’au moins trois 

expériences indépendantes. 



Résultats 

 

156 

 

 

 

 

 

 

Figure 44: Etude cinétique et dose-réponse de l’effet de la progestérone sur la viabilité des OL 

158N (A, B, C) et 158JP (D, E, F).  

Le test MTT a été utilisé afin d’évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du contrôle 

(cellules témoins non traitées). Les valeurs représentent la moyenne + SEM d’au moins trois 

expériences indépendantes. 
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Figure 45: Etude dose-réponse d’un traitement à l’acétate d’ulipristal sur les cellules 158JP.  

Le test MTT a été utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage du 

contrôle (cellules témoins non traitées), n=24. Les valeurs représentent la moyenne + SEM 

d’au moins trois expériences indépendantes. 
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4. Discussion 
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Nos travaux ont combiné diverses techniques dans une approche comparative pour 

mettre en évidence l’existence de trois différences entre les OL témoins/normaux 158N et les 

OL 158JP qui représentent un modèle cellulaire pour l’étude des anomalies de la myéline 

induites par mutation de la PLP (Sidman et al. 1964; Knapp et al. 1986; Duncan et al. 1989; 

Duncan et al. 2011). En effet, (i) nos investigations réalisées avec la technique de MTT 

montrent que la viabilité des OL 158JP est inférieure à celle des OL 158N ; (ii) les tests au 

bleu de trypan ont révélé l’existence d’une forte mortalité dans les cultures d’OL 158JP 

comparées aux cultures d’OL 158N ; (iii) de façon importante, la combinaison des techniques 

de RT-qPCR, western blot et cytométrie en flux a permis de démontrer que la baisse de la 

viabilité cellulaire et la mort des OL 158JP induite par la mutation du gène codant la PLP 

résultent d’une élévation du niveau basal/endogène de stress du RE et d’apoptose survenant 

dans ces cellules 158JP.  

 

 Pour confirmer l’implication déterminante du stress du RE dans l’induction de 

l’apoptose et de la mort subséquente des OL 158JP, nos travaux ont également montré que le 

4-PBA, qui agit comme une chaperonne pour diminuer l’apoptose évoquée par le stress du RE 

(Kubota et al. 2006; Mimori et al. 2012; Mimori et al. 2013; Jiang et al. 2014; Kolb et al. 

2015), protège efficacement contre la mort cellulaire provoquée par la mutation de la PLP. 

 

 Nous avons également testé le potentiel d’autres composés à contrecarrer la mort 

cellulaire causée par la mutation de la PLP. Il s’agit de la rapamycine décrite comme 

modulant également les activités du RE (Ogata et al. 2006; Fouillet et al. 2012; Kapuy et al. 

2014) et de certains neurostéroïdes connus pour exercer des effets neuroprotecteurs (Borowicz 

et al. 2011; Hussain et al. 2013; Grimm et al. 2014; Kashani et al. 2015). Les résultats 

préliminaires obtenus ne montrent pas d’effets protecteurs de ces composés contre la mort 
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oligodendrocytaire évoquée par la mutation du gène codant la PLP, ce qui suscite une 

réflexion sur le dérèglement des processus cellulaires au sein des OL 158JP et d’éventuelles 

perturbations de l’expression des récepteurs sensibles aux molécules informatives dans cette 

lignée cellulaire. Ainsi, le présent chapitre de la thèse dédiée à la discussion abordera cette 

réflexion sur la sensibilité des OL 158JP après avoir évoqué successivement les conséquences 

de la mutation PLP sur la survie cellulaire et le stress du RE ainsi que l’effet protecteur du 4-

PBA contre la mort ou la mortalité élevée des OL 158JP. 

 

4.1 Conséquence de la mutation PLP sur la survie cellulaire et 

l’induction du stress du RE dans les cellules 158JP 

S’il a été démontré que la mutation PLP provoque des anomalies telles qu’une 

augmentation du stress oxydatif dans les OL 158JP (Baarine et al. 2009), l’impact de cette 

mutation sur la survie cellulaire n’avait jamais été démontré dans ce modèle. Les analyses 

MTT ont révélé que les OL 158JP ont une faible viabilité par rapport aux 158N et le test 

d’exclusion au bleu de trypan nous a permis de conclure à une augmentation de la mortalité 

des cellules 158JP comparés aux 158N. Nos données montrant une viabilité réduite et une 

forte mortalité des OL 158JP sont en concordance avec les travaux antérieurs qui ont utilisé 

des méthodes microscopiques et ultrastructurales pour démontrer que le pourcentage de mort 

oligodendrocytaire dans le SNC en développement est au moins 10 fois plus élevé chez les 

souris jimpy comparées aux souris normales (Knapp et al. 1986).   

 

De façon cohérente, la combinaison des techniques de RT-qPCR, Western blot et de 

cytométrie en flux nous a permis de démontrer que l’augmentation de la mortalité des OL 
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158JP résulte d’une activation des mécanismes apoptotiques. Il est clairement établi que les 

protéines de la famille Bcl-2 déterminent de manière cruciale le basculement de la cellule vers 

l’apoptose en contrôlant la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, ce qui a 

pour conséquence le relargage du cytochrome c dans le milieu intracellulaire, initiant la 

cascade des caspases qui aboutit à la destruction de la cellule (Elmore 2007; Youle et Strasser 

2008; Wyllie 2010; Garcia-Saez 2012). L’équilibre entre les protéines anti-apoptotiques (Bcl-

2 et Bcl-x) et les protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak) maintient la cellule du côté de la 

survie cellulaire et une déstabilisation de cet équilibre engendre l’initiation de l’apoptose 

(Youle et Strasser 2008; Westphal et al. 2011; Shamas-Din et al. 2013; Czabotar et al. 2014). 

Ainsi, Le ratio Bax/Bcl-2 est communément utilisé pour évaluer les niveaux d’apoptose 

(Salakou et al. 2007; Zaldivar et al. 2009; Zarate et al. 2010; Alarifi et al. 2017; Azm et al. 

2017; Khan et al. 2017). Nos résultats montrent une augmentation du facteur pro-apoptotique 

Bax et une diminution du facteur anti-apoptotique Bcl-2 se traduisant par une augmentation 

du ratio Bax/Bcl-2 dans les cellules 158JP. De plus, les analyses réalisées en cytométrie de 

flux nous ont permis de confirmer une augmentation du pourcentage de cellules apoptotiques 

précoces et tardives dans les cultures d’OL 158JP.  

 

L’accumulation de la PLP dans les OL est susceptible de causer un stress du RE 

pouvant déterminer le basculement vers la mort cellulaire (voir chapitre 1.3.4.3). Par ailleurs, 

l’activation du stress du RE a été observée dans différents modèles de PMD (Southwood et al. 

2002; Roboti et al. 2009; Numasawa-Kuroiwa et al. 2014). Ainsi, nous avons recherché si une 

augmentation des niveaux endogènes de stress du RE causée par la mutation PLP pouvait 

expliquer la diminution de viabilité consécutive à l’activation de l’apoptose dans notre modèle 

158JP. Nos travaux révèlent que le niveau d’expression endogène de la protéine BiP, senseur 

du stress du RE (voir chapitre 1.3.2), est augmenté dans les OL 158JP. Ces données suggèrent 
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l’activation du stress du RE dans les cellules 158JP. L’activation de la réponse UPR pouvant 

être cytoprotectrice ou cytotoxique en fonction de l’intensité ou de la durée du stress (Hetz et 

Mollereau 2014), nous avons mesuré l’expression de marqueurs impliqués dans les voies 

adaptatives et apoptiques de l’UPR. De manière intéressante, nous avons démontré qu’il 

existe une diminution de la forme épissée de XBP1 dans les cellules 158JP. XBP1s étant un 

acteur de l’adaptation des cellules au stress du RE (Roselli et Caroni 2012), la diminution de 

sa présence au sein des cellules 158JP témoigne d’une baisse de la capacité de ces cellules à 

s’adapter au stress du RE qui est susceptible d’activer les voies apoptotiques. De manière 

cohérente, nous avons mis en évidence, dans les cellules 158JP, une augmentation des 

niveaux endogènes de CHOP et de caspase-12 dont l’augmentation est corrélée à une 

activation du stress du RE (Liu et al. 2015; Deng et al. 2016; Zhang et al. 2016). Une hausse 

de l’expression de ces deux marqueurs est conventionnellement considérée comme une 

preuve de l’activation des mécanismes d’apoptose induite par le stress du RE (Liu et al. 

2013). Cependant, il convient de souligner qu’un débat contradictoire existe dans la littérature 

à propos du rôle de la protéine CHOP dans les OL. En effet, la délétion de CHOP dans un 

modèle de PMD empire le phénotype des animaux rsh et augmente l’apoptose des OL 

(Southwood et al. 2002). De plus, la surexpression de CHOP dans les cellules myélinisantes 

n’a aucun effet délétère sur la mort cellulaire des souris « normales » ni sur la mort cellulaire 

des souris rsh qui produisent une PLP mutée (Southwood et al. 2016). Ces contradictions ont 

conduit les auteurs à proposer un nouveau modèle nuançant le rôle attribué à CHOP dans 

l’apoptose induite par le stress du RE. Selon ce modèle, la réponse UPR peut être décrite 

comme une boucle suivant plusieurs cycles consécutifs d’activations permettant, à chaque 

cycle, de dégrader une proportion des protéines mal conformées. L’activation de CHOP serait 

une étape régulatrice déterminante pour faciliter la succession des cycles de réponse UPR qui 

contribuent à la dégradation des protéines mal conformées. On peut alors comprendre que 



Discussion 

 

163 

 

dans le modèle de Southwood et al., la délétion de CHOP empire le phénotype et augmente 

l’apoptose chez les souris rsh (Southwood et al. 2002; Southwood et al. 2016). De façon 

intéressante, le modèle de Southwood et al. permet également de comprendre que l’expression 

de CHOP rendrait la cellule plus vulnérable à des phénomènes délétères tels que la fuite de 

Ca2
+ hors du RE et la déplétion d’ATP qui peuvent entraîner la mort cellulaire (figure 46). 

Par ailleurs, les travaux de Southwood et al. (2016) suggèrent que l’absence d’effets délétères 

de la surexpression de CHOP dans les cellules myélinisantes serait liée à l’existence de 

mécanismes protecteurs spécifiques à ces cellules. A l’appui de cette hypothèse nous avons 

constaté que dans les OL 158JP il existe un rétrocontrôle négatif qui permet de diminuer les 

concentrations d’ARNm codant CHOP car la concentration protéique endogène de CHOP 

dans ces cellules est déjà élevée en situation basale (voir résultats pages 136 et 138). Des 

travaux supplémentaires seront nécessaires pour élucider complètement le rôle de CHOP dans 

les OL 158JP. Néanmoins, les éléments décrits ci-dessus, notamment l’hypothèse du 

rétrocontrôle de l’expression du gène codant CHOP dans ces cellules, suggèrent que les OL 

158JP pourraient constituer un modèle pertinent pour la caractérisation du rôle et des 

mécanismes d’action de la protéine CHOP dans la régulation de la survie cellulaire.  
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Figure 46: Schéma du cycle UPR selon Southwood et al. (2016).  

L’UPR  est activée par l’agrégation des protéines mal conformées. La voie PERK mène à la 

phosphorylation de la protéine eIF2α afin d’atténuer la synthèse protéique et à l’activation de 

CHOP. La protéine CHOP induit la déphosphorylation d’eIF2α permettant de relancer la 

synthèse protéique mais cette fonction de CHOP rend les cellules plus vulnérables aux 

événements tels que la fuite de Ca2
+ ou une déplétion d’ATP qui sont susceptibles 

d’engendrer la mort cellulaire.  
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Nos résultats démontrent également que les OL 158JP sont beaucoup plus vulnérables 

que les 158N à un traitement à la tunicamycine qui induit le stress du RE en inhibant la N-

glycolysation des protéines (Shen et al. 2015; Wang et al. 2015). Ainsi, des doses 

extrêmement faibles de tunicamycine sont suffisantes pour induire une mortalité importante 

des cellules 158JP. En effet, la DE50 (dose efficace tuant 50% des cellules) de tunicamycine 

pour les OL 158JP est 67% plus faible que la DE50 pour les OL 158N. Ce résultat consolide 

l’idée que la mutation PLP prédispose les cellules 158JP à l’apoptose induite par le stress du 

RE. En conséquence, une légère augmentation du stress du RE (induite par des doses très 

faibles de tunicamycine) est suffisante pour induire une forte mortalité des OL 158JP car cette 

légère élévation du stress s’additionne ou s’ajoute au niveau endogène/basal de stress du RE 

déjà important dans les OL 158JP. La situation est différente dans les cellules contrôles 158N 

où les niveaux de stress sont très faibles en absence de la mutation de PLP. Dans ces cellules, 

des doses importantes de tunicamycine sont nécessaires pour induire un stress suffisant pour 

déclencher les mécanismes d’apoptose. Ces résultats suggèrent que les OL 158JP, qui 

souffrent d’un stress du RE endogène causé par la production d’une PLP mutante, constituent 

un modèle pertinent pour tester l’efficacité de molécules destinées à protéger les cellules 

nerveuses contre l’apoptose induite par le stress du RE.  

4.2 Effet protecteur du 4-PBA sur la survie des OL 158JP 

Au regard des résultats obtenus, nous avons évalué la capacité du 4-PBA à protéger les 

OL 158JP contre le stress du RE et l’activation consécutive des processus apoptotiques qui 

induisent une augmentation de la mort cellulaire dans les OL 158JP. Les effets bénéfiques du 

4-PBA sur ces mécanismes ont été démontrés dans des modèles expérimentaux qui ne sont 

pas relevants pour la PMD mais impliquent une agrégation protéique (voir chapitre 1.4.1.1) 

(Gardian et al. 2005; Kubota et al. 2006; Cuadrado-Tejedor et al. 2013; Upagupta et al. 2017). 
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Une étude antérieure a également montré que le 4-PBA stimule la différenciation des cellules 

158JP et 158N et augmente l’expression et/ou l’activité de différentes enzymes ou 

transporteurs (CNpase, le transporteur peroxisomal abcd2, ACOX1 et catalase) (Baarine et al. 

2009) mais l’effet protecteur du 4-PBA contre la mort oligodendrocytaire évoquée par le 

stress du RE n’a jamais été démontré. Nous avons observé qu’un traitement au 4-PBA 

diminue significativement les niveaux intracellulaires des marqueurs du stress du RE BiP et 

CHOP. Cette diminution est corrélée a une baisse du ratio apoptotique Bax/Bcl-2. De manière 

intéressante, un traitement de 24h au 4-PBA provoque une diminution du facteur pro-

apoptotique Bax sans induire de changement dans les niveaux intracellulaires du facteur anti-

apoptotique Bcl-2. Après 48h de traitement, une augmentation significative de Bcl-2 est 

observée de manière concomitante à la diminution de Bax. Cet effet est accompagné d’une 

augmentation effective du pourcentage de cellules vivantes dans les cultures traitées au 4-

PBA.  Il est intéressant de noter que le traitement au 4-PBA diminue l’expression de CHOP 

parallèlement à l’augmentation de la survie des OL 158JP. Ces données suggèrent que 

l’inhibition de CHOP exerce un effet bénéfique dans notre modèle. A l’appui de cette 

hypothèse, certaines investigations antérieures ont également révélé que le neuroprotecteur 

valproate, qui inhibe l’expression de CHOP, est aussi capable de protéger les OL et les axones 

contre la dégénérescence après lésion de la moelle épinière (Penas et al. 2011).  

 

Le mécanisme d’action par lequel le 4-PBA agit sur le stress du RE est attribué à sa 

capacité à se comporter comme une chaperonne chimique (voir chapitre 1.4.1.1). Ainsi, dans 

notre modèle, l’interaction entre le 4-PBA et la PLP permettrait de réduire son agrégation au 

sein du RE. Le 4-PBA possède également une activité inhibitrice des HDACs (Miller et al. 

2011) qui laisse penser que son effet bénéfique pourrait passer par la régulation des gènes 

contrôlant le stress du RE, l’apoptose et/ou la survie cellulaire (Kolb et al. 2015).  
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4.3 Inefficacité de la rapamycine dans la protection des OL 158JP 

contre la mort cellulaire 

Il a été démontré que la rapamycine exerce un effet cytoprotecteur sur le stress du RE 

en stimulant le mécanisme d’autophagie (voir chapitre 1.4.1.2) (Kapuy et al. 2014). En fait, la 

rapamycine diminue indirectement le niveau de stress du RE en augmentant la capacité des 

cellules à dégrader les agrégats protéiques (Ogata et al. 2006; Rashid et al. 2015; Cai et al. 

2016). Contre toute attente, le traitement à la rapamycine a provoqué un effet négatif sur la 

viabilité des cellules 158JP évaluée par la technique MTT. L’approche complémentaire 

utilisant le test d’exclusion au bleu de trypan nous a permis de comprendre qu’en réalité la 

rapamycine n’exerce pas d’effet cytotoxique (anti-survie) sur les OL 158JP mais entraine un 

ralentissement de la prolifération cellulaire qui se traduit par une diminution du nombre de 

cellules présentes dans les cultures d’OL 158JP. A l’appui de cette idée, certains travaux 

antérieurs ont également décrit un effet inhibiteur de la rapamycine sur la prolifération 

cellulaire (Fingar et al. 2004; Cuyas et al. 2014). Dans tous les cas, il demeure que la 

stimulation pharmacologique de l’autophagie que la rapamycine est supposée induire ne 

permet pas d’améliorer la survie des OL 158JP. Cette observation laisse penser que la 

dégradation de la PLP mutée par les vésicules d’autophagie pourrait être moins efficace que 

celle de la PLP normale. Une étude antérieure, qui indique que l’autophagie ne dégrade 

qu’une faible proportion de PLP mutée, démontre que la majorité de la PLP est en fait 

éliminée par la voie ubiquitine-protéasome (Karim et al. 2010). L’ensemble de ces données 

suggère donc que la trop faible proportion de PLP mutée éventuellement dégradée par 

l’autophagie induite par la rapamycine ne suffirait pas pour réduire le niveau de stress du RE 

évoqué par l’accumulation intracellulaire de PLP pour in fine améliorer la survie des OL 

158JP.  
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4.4 Absence d’effet des stéroïdes neuroactifs sur la survie des OL 

158JP 

Les nombreuses données de la littérature qui démontrent les effets protecteurs des 

neurostéroïdes et stéroïdes neuroactifs sur les cellules nerveuses nous ont incités à tester la 

capacité de ces stéroïdes à protéger les OL 158JP contre la mort induite par la PLP mutée 

(voir chapitre 1.4.2.2). Par ailleurs, une augmentation des taux de stéroïdes neuroactifs tels 

que la pregnénolone, la progestérone et la DHEA a été observée dans le cerveau des souris 

jimpy, suggérant que la régulation de la neurostéroïdogenèse pourrait représenter un 

processus endogène de protection contre la dysmyélinisation (Le Goascogne et al. 2000). 

Etant donné que l’alloprégnanolone et l’œstradiol sont particulièrement connus pour leurs 

effets neuroprotecteurs, anti-apoptotiques et/ou modulateurs du stress du RE (Nilsen et al. 

2006; Xilouri et Papazafiri 2006; Fu et al. 2014; Kooptiwut et al. 2014; Qian et al. 2015; Lejri 

et al. 2017) nous avons dans un premier temps concentré nos efforts sur ces stéroïdes. De 

façon surprenante, les résultats montrent que l'alloprégnanolone et l’œstradiol n'exercent ni 

d'effets délétères, ni d'actions bénéfiques sur la survie des OL 158JP ou contre le stress du RE. 

En conséquence, nous avons étendu notre recherche à d’autres stéroïdes neuroactifs tels que la 

DHEA, la DHT et la progestérone. A l’instar de l’alloprégnanolone et de l’œstradiol, aucune 

de ces molécules n’a pu contrecarrer la mort des OL 158JP induite par la PLP mutée. Certains 

travaux antérieurs suggèrent que les stéroïdes anti-progestatifs pourraient exercer un effet 

protecteur et réducteur de l'apoptose dans un modèle murin de PMD (Prukop et al. 2014). 

Nous avons aussi testé la capacité de l’acétate d’ulipristal, un antagoniste du récepteur 

nucléaire de la progestérone, à prévenir la mort cellulaire évoquée par la mutation PLP dans 

les OL 158JP. L'acétate d'ulipristal n'exerce également aucun effet bénéfique ou délétère sur 

les OL 158JP. Ces résultats suscitent une interrogation concernant l'expression des récepteurs 
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stéroïdiens capables de relayer les effets des neurostéroïdes dans les OL 158JP. De manière 

intéressante, une perte de l’expression des récepteurs κ-opioides par les OL a été observé chez 

les souris jimpy suggérant que la mutation PLP pourrait également perturber l’expression 

d’autres récepteurs cellulaires tels que les récepteurs stéroïdiens (Knapp et al. 2009). Ainsi, 

l’absence ou les anomalies de ces récepteurs chez les OL 158JP pourraient éventuellement 

expliquer le fait que ces cellules ne répondent pas efficacement aux stéroïdes neuroactifs 

testés.  
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L’ensemble des résultats de cette thèse démontre une corrélation positive entre la mort 

cellulaire accélérée et les niveaux endogènes élevés de stress du RE et d’apoptose chez les OL 

158JP qui sont porteurs de la mutation du gène plp1. La thèse démontre également que le 4-

PBA, une molécule chaperonne modulatrice du stress du RE, protège efficacement les OL 

158JP contre la mort en réduisant les niveaux cellulaires des marqueurs du stress du RE (BiP, 

CHOP) et de l’apoptose (ratio Bax/Bcl-2). Ces observations réalisées in vitro ouvrent des 

perspectives intéressantes pour le développement de stratégies protectrices contre la mort 

cellulaire induite par la mutation de plp1 en utilisant des composés capable de mimer ou 

d’améliorer davantage les effets du 4-PBA. Pour confirmer cette hypothèse, la première 

perspective de notre travail sera de vérifier si les effets bénéfiques du 4-PBA sont reproduits 

in vivo chez les souris jimpy porteuses de la mutation PLP. Nous utiliserons donc une 

combinaison d’approches comportementales, histopathologiques, biochimiques et 

moléculaires pour vérifier si l’administration de 4-PBA in vivo permet de réduire/corriger la 

sévérité des symptômes neurologiques des souris jimpy, d’améliorer leur survie (la durée de 

vie d’une souris jimpy dépasse rarement 30 jours) et de rétablir des niveaux tissulaires 

normaux des marqueurs de la myéline, du stress du RE et de l’apoptose dans le SNC de ces 

souris.  

 

La rapamycine qui n’a pas montré d’efficacité dans la protection des OL 158JP contre 

la mort cellulaire est un modulateur indirect du stress du RE. D’autres molécules capables de 

moduler directement ou de manière ciblée la réponse UPR ont été identifiées, notamment le 

GSK2656157 qui inhibe la voie PERK impliquée dans l’apoptose induite par le stress du RE 

(Axten et al. 2013) et le Guanabenz qui stimule la capacité des protéines chaperonnes à 

restaurer la conformation des protéines (Tsaytler et al. 2011). Ces molécules seront donc 

testées dans un premier temps in vitro afin de déterminer leur capacité à protéger les OL 
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158JP contre la mort cellulaire. Si ces expériences sont concluantes, nous évaluerons 

également in vivo les effets bénéfiques éventuels du GSK2656157 et du Guanabenz chez les 

souris jimpy. Notre perspective d’étude avec le GSK2656157 et le Guanabenz est aussi 

confortée par des données récentes qui démontrent que ces composés régulent positivement la 

distribution intracellulaire de PLP et la morphologie des OL dérivés de cellules souches de 

patients PMD (Nevin et al. 2017).  

 

Compte tenu de l’absence surprenante des effets des stéroïdes neuroactifs sur la survie 

des OL 158JP, une autre perspective de notre travail sera de vérifier l’existence de récepteurs 

stéroïdiens fonctionnels sur ces cellules. Nous utiliserons des approches moléculaires, 

biochimiques et immunohistochimiques pour vérifier la présence de divers récepteurs 

stéroïdiens nucléaires et membranaires sur les OL 158JP et 158N non différenciés mais 

également différenciés par des traitements au dibutyryl cAMP (dbcAMP) et au 4-PBA 

(Ghandour et al. 2002; Baarine et al. 2009). Dans l’hypothèse ou certains récepteurs aux 

stéroïdes seraient mis en évidence dans les OL 158JP et 158N, des analyses 

pharmacologiques utilisant des agonistes et antagonistes sélectifs de ces récepteurs 

permettront de vérifier leur fonctionnalité.  

 

Enfin, les lignées d’OL 158N et 158JP que nous avons utilisées sont des cellules 

immortalisées avec toutes les limites que cela implique. Nous envisagerons donc comme 

perspective de tester les effets des molécules sur des cultures primaires d’OL réalisées à  

partir du SNC des souris jimpy, même s’il faut reconnaitre que cette approche sera plus lourde 

que l’utilisation des lignées cellulaires qui est plus facile et plus rapide pour cribler plusieurs 

composés à potentiel protecteur contre la mort cellulaire ou oligodendrocytaire.  
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A terme, nos travaux permettront de proposer des pistes prometteuses pour le 

développement de stratégies thérapeutiques efficaces contre la PMD et les pathologies de la 

myéline.  
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Abstract 

Proteolipid protein (PLP) mutation causes oligodendrocyte degeneration and myelin 

disorders including Pelizaeus-Merzbacher Disease (PMD). As the pathophysiological 

mechanisms involved in PMD are poorly known, the development of therapies remains 

difficult. To elucidate the pathogenic pathways, an immortalized oligodendroglial cell line 

(158JP) expressing PLP mutation has been generated. Previous investigations revealed that 

158JP oligodendrocytes exhibit several abnormalities including aberrant PLP insertion into 

the plasma membrane, cAMP, plasmalogen and cell cycle deficits. However, further 

clarifications of abnormal PLP-induced oligodendrocyte degeneration are required in order to 

identify relevant mechanisms to target for efficient protection against oligodendrocyte death. 

Because PLP overexpression may lead to its accumulation inside the endoplasmic reticulum 

(ER) and cause ER-stress, we explored whether ER-stress may pivotally determine 158JP 

cell survival/death. Viability assays, RT-qPCR, western blot and flow cytometry were 

combined to compare cell survival, ER-stress and apoptotic markers in 158JP and control 

(158N) oligodendrocytes. We observed a significant decreased viability/survival of 158JP 

compared to 158N cells. Consistently, ER-stress markers (BiP, caspase-12) increased in 

158JP (+30%) compared to the controls. mRNA and protein ratios of apoptotic modulators 

(Bax/Bcl2) are higher in 158JP oligodendrocytes which are also more vulnerable than 158N 

cells to tunicamycin-induced ER-stress. Interestingly, 4-Phenylbutyrate (ER-stress inhibitor), 

which decreased Bip level and Bax/Bcl2 ratio in 158JP cells, significantly increased their 

survival. Our results, which show a direct link between the viability and endogenous levels of 

ER-stress and apoptotic markers in 158JP cells, also suggest that 4-Phenylbutyrate-based 

strategy may contribute to develop effective strategies against oligodendrocyte 

dysfunctions/death and myelin disorders. 
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1. Introduction

Because PLP represents the major myelin protein in the central nervous system (CNS), 

the mutation of this protein induces various myelin disorders including leukodystrophies that 

are characterized by motor impairment associated with muscle disorders and cognitive 

dysfunctions. In general, the severity of these diseases depends on the types of PLP 

mutations. For instance, it is well known that the leukodystrophy designated Pelizaeus-

Merzbacher disease (PMD) results from 3 different types of mutations (duplications, 

deletions, point mutations) of the gene PLP1 located on the X chromosome: the gene 

deletions cause the less severe phenotype while the duplication and point mutation generate 

the most severe cases, probably due to a toxic gain of function (Garbern, 2007). PLP gene is 

the site of genetic lesion in the mutant mouse jimpy (JP) carrying an X-linked recessive 

genetic disorder that exclusively affects the formation of myelin in the CNS of affected male 

mice with clinical symptoms similar to those occurring in PMD (Duncan et al., 1989; Farkas-

Bargeton et al., 1972; Hudson et al., 1987; Knapp and Skoff, 1984; Knapp et al., 1986; Meier 

and Bischoff, 1975; Nave et al., 1986; Sidman et al., 1964; Vela et al., 1998). The severe 

dysmyelination evidenced in the CNS of JP mice was correlated to oligodendrocyte (OL) 

death or apoptosis evoked by aberrant PLP production (Cerghet et al., 2001; Knapp et al., 

1999, 1986; Skoff, 1995; Skoff et al., 2004; Vela et al., 1996). However, although appreciable 

progress has been made in the elucidation of the mechanisms involved in PLP mutation-

induced OL degeneration (Dhaunchak and Nave, 2007; Gow et al., 1994; Gow and Lazzarini, 

1996; Gow et al., 1998; Roboti et al., 2009; Southwood et al., 2002; Swanton et al., 2003; 

Yamada et al., 2001), further investigations are required to clearly determine the relevant 

mechanisms that may selectively be targeted for the development of effective strategy 

against oligodendrocytal death and dysmyelinating disorders. All of such investigations 

cannot be performed in vivo or in primary cultures of JP mice brain, because they require 

heavy experimental procedures that are complicated by the short lifespan of JP mice. Also, 

in regard to ethical regulations, only restricted number of animals can be used for research 
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purposes. Therefore, it was extremely important to generate an immortalized cell line of jimpy 

OL (158JP) and a control wild-type lineage (158N) to foster cellular investigations that may 

allow the elucidation of the mechanisms involved in PLP mutation-induced OL degeneration 

(Feutz et al., 2001). Previous works reveal that 158JP OL exhibit several abnormalities 

including aberrant PLP insertion into the plasma membrane, cAMP pathway cell cycle, and 

plasmalogen deficiencies (Baarine et al., 2009; Feutz et al., 2001; Ghandour et al., 2002; 

Wood et al., 2011). However, in this specific 158JP cell line, the mechanistic link between the 

abnormal production of PLP and death-related mechanisms remains completely unknown. 

Investigations using other experimental models suggested that PLP mutation may lead to its 

accumulation inside the endoplasmic reticulum (ER) lumen and cause “ER stress” suspected 

as a key feature of various diseases involving protein misfolding (Dhaunchak and Nave, 

2007; Gow et al., 1994; Gow and Lazzarini, 1996; Gow et al., 1998; Hetz and Mollereau, 

2014; Roboti et al., 2009; Southwood et al., 2002; Swanton et al., 2003; Yamada et al., 

2001). PLP accumulation in the ER and morphological abnormalities of the ER have also 

been found in pluripotent stem cells derived from PMD patients (Numasawa-Kuroiwa et al., 

2014). Nevertheless, the development of effective strategy based on the modulation of ER 

stress to prevent abnormal PLP-induced OL death has until now received little attention. In 

this study, we investigated the involvement of ER stress in the pathophysiological processes 

determining aberrant PLP-induced death by assessing the links between cell survival and 

endogenous levels of ER stress and apoptosis markers in 158JP and control 158N OL. We 

have also compared the sensitivity and vulnerability of 158JP and 158N OL to tunicamycin-

induced ER stress. Finally, we explored the ability of 4-Phenylbutyrate (4-PBA), known as a 

pharmacological inhibitor of ER stress (Basseri et al., 2009; Cho et al., 2014) to protect 

against abnormal PLP-evoked 158JP OL death through the down-regulation of ER stress 

and apoptotic markers.
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2. Material & methods

2.1 Chemicals and reagents

Dubelcco’s modified eagle medium (DMEM), Cell Dissociation Solution Non-enzymatic, 

penicillin/streptomycin, 4-PBA, tunicamycin, Trypan Blue and MTT were purchased from 

Sigma (St. Quentin, France). Fetal calf serum was from Gibco (Basel, Switzerland). 

NucleoZOL reagent was from Macherey-Nagel (Düren, Germany). DNA Primers were from 

Eurogentec (Angers, France) and Biorad (Hercules, CA, USA). iQ™ SYBR® Green Supermix 

and iScript™ cDNA Synthesis Kit were purchased from Biorad (Hercules, CA, USA).

2.2 Cell culture

158N and 158JP OLs were grown at 37°C under a 5% CO2 atmosphere, in DMEM 

supplemented with 5% heat-inactivated fetal calf serum, 2 mM Glutamax, 0.5% 

Penicillin/Streptomycin and 4.5 g/l glucose.

For drug treatments, 158JP cells were seeded and allowed to grow for 24h then culture 

media was removed and replaced by new media only (control) or by new media containing 4-

PBA at 500 µM or tunicamycin (an ER stress inducer) in a dose-dependent manner (from 5 

µg/ml to 0.0005 µg/ml). 

2.3 Trypan blue exclusion assay

158N and 158JP cells were seeded into a 24-well plate with 105 cells per well and 

incubated 24 h at 37°C. Then, the cells were detached from the plate using for 5 min a non-

enzymatic cell dissociation solution and immediately after DMEM supplemented with serum 

was added. Equal volumes of cells suspension and 0.4% (v/v) Trypan Blue in phosphate-

buffered saline (PBS) were mixed. Ten microliters of each experiment were transferred to a 
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non-gridded disposable Countess® chamber Slide and cells were scored using a Countess® 

automated cell counter (Invitrogen, Saint Aubin, France). Each experiment was counted 

twice. The percent of survival cells was calculated by the Countess® software as the number 

of living cells divided by total cell number (including dead and living cells). The percentages 

of surviving cells in both control and drug conditions were counted blinded to avoid any 

counting bias. The percentage values in control conditions were arbitrary set at 100%. 

2.4 MTT reduction assay

To assess cell viability, MTT reduction assays were performed according to the 

manufacturer’s protocol. 158N and 158JP cells were seeded at 2000 cells/wells into 96-wells 

plates and allowed to growth for 24, 48 and 72h in DMEM without phenol red. Thiazolyl blue 

tetrazolium bromide was added into wells at a final concentration of 0.5 mg/ml. The quantity 

of formazan formed, which is assumed to be proportional to the number of viable cells, is 

then detected by recording the absorbance at 570 nm. MTT signal detected for each cell type 

in basal condition was arbitrary set at 100%. This basal signal reflecting the total number of 

living cells in each cell type was the reference that served for the accurate determination of 

dose-dependent effects of tunicamycin at 20h.

2.5 Flow cytometry

The cells were detached, centrifuged for 10 min at 500g (room temperature) and re-

suspended with PBS. Cells were incubated in FITC-ATAD-FMK (CaspILLUME, GeneTex, 

Irvine, CA, USA), annexin V-PE and propidium iodure (eBioscience, San Diego, CA, USA) at 

106 cells/ml according to the manufacturer’s protocol. Cells were then centrifuged at 500g for 

5min and the supernatant was removed, then the cells were washed 2 times with PBS and 

analyzed by flow cytometry (Navios, Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA).
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2.6 Western Blotting

158N and 158JP cells at 80% confluency were dissociated and incubated for 1h in a 

RIPA lysis Buffer (Thermo-scientific) supplemented with 1:20 of Roche complete protease 

cocktail inhibitor. After incubation on ice for 1h, cell lysates were then clarified by 

centrifugation at 4°C for 45 min at 12000g and the supernatant was saved for protein 

analysis and Western blotting. Total protein concentration was determined by the BCA kit 

(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin, France). A total of 45-μg proteins were fractionated by 4–20% 

mini-PROTEAN TGX stain-free gels (Biorad, Hercules, CA, USA). After electrotransfer to 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (BioRad, Hercules, CA, USA), the blots were 

incubated for 1h at room temperature with primary antibodies against Bax (Santa Cruz, 

Dallas, TX, USA, sc-6236, dilution 1:1000), Bcl-2 (Santa Cruz, Dallas, TX, USA, sc-509, 

dilution 1:200), BiP (Enzo life science, Farmingdale, New York, USA, ADI-SPA-826 dilution 

1:1000). The membranes were then washed six times with TBS Tween 20 and probed with 

corresponding secondary antibodies conjugated with horse radish peroxidase (Abliance, 

Compiège, France, dilution 1:1000) at room temperature for 45 min. Detection was carried 

out by using a chemoluminescence detection kit (Clarity™ Western ECL substrate, Biorad, 

Hercules, CA, USA). Signals were detected with ChemiDoc MP™ (Biorad, Hercules, CA, 

USA). The relative intensity was densitometrically determined by using the Image Lab 

software (Biorad, Hercules, CA, USA) as the intensity of the bands compared to total protein 

ratio revealed by stain free method.
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2.7 Reverse transcription and Real-time qPCR

Total RNA from 158N and 158JP cells were extracted using NucleoZOL reagent 

according to the manufacturer’s instructions. The quality and quantity of RNA was 

determined by optical density (OD) absorptions ratios OD260nm/OD280nm >1.7 and 

OD260nm/OD230nm >1.7. Reverse transcription was performed with 1μg RNA using Biorad 

iScript™ cDNA synthesis kits. qPCR was performed with a thermal iCycler (Biorad, Hercules, 

CA, USA) using BioRad SYBRGreen® dye. For each sample, the reaction mix was a make-

up of 320nM forward primer, 320nM reverse primer, 12.5nM probe and 5μl cDNA template in 

a total reaction volume of 25μl. To calculate starting quantities, a standard curve based on 

successive cDNA dilutions was set up. Starting quantities of genes of interest were reported 

to those of the HMBS gene (used as a housekeeping gene) in the same plate to ensure an 

accurate calculation. All samples were analyzed in triplicate and the mean and standard 

deviation were determined. Specificity of the amplification was controlled by a melting curve 

ranging from 89 to 94°C and allowing the identification of a single peak corresponding to the 

amplicon.

The specific primer sequences were for BAX; 5′- CCAGGATGCGTCCACCAAGA -3′ 

(Forward), 5′- GGTGAGGACTCCAGCCACAA -3′ (Reverse), BCL-2; 5′ 

CTCGTCGCTACCGTCGTGACTTCG -3′ (Forward) 5′- 

CAGATGCCGGTTCAGGTACTCAGTC -3′ (Reverse), CHOP; 5’-

TTCTCTGGCTTGGCTGACTGA-3’ (Forward), 5’-TGGTCTTCCTCCTCTTCCTCCT-3’ 

(Reverse), HMBS ; 5’-GATGGGCAACTGTACCTGACTG-3’ (Reverse), 5’-

CTGGGCTCCTCTTGGAATG-3’ (Forward) and for GRP78(BIP) primer sequences were 

designed by Biorad (Hercules, CA, USA).
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2.8 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad-Prism program (GraphPad-

Prism, San Diego, CA, USA). Comparisons between two means were evaluated by the 

Student’s t test. Statistical significance of differences between more than two means was 

determined using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s multiple 

comparison test. Dose–effect parameters for tunicamycin (ED50 values) were determined by 

non-linear regression of the experimental data and the goodness of fits was estimated by the 

R-squared value (>0.7). All experiments were performed with at least two independent 

passages. 

3. Results

3.1 158JP OL exhibit a decreased viability compared to control 158N cells

MTT and Trypan blue assay were performed to compare the viability of 158JP and 

158N OL, MTT reduction assay is known as a sensitive assay for the measurement of cell 

viability and proliferation, based on tetrazolium salt reduction into insoluble formazan 

produced by the mitochondria. The analysis of formazan absorbance showed that 158N cells 

had more mitochondrial activity than 158JP cells 48h and 72h after seeding (Fig. 1 A). 

Because MTT method only measures living cell percentage, Trypan blue exclusion assays 

was used to determine the percentages of living and dead cells. A significant increase 

(p<0.0001) of 158JP OL cell death (49.38% ± 1.824, n=12) was observed in comparison to 

the control 158N cells (17.67% ± 1.539, n=12). Therefore, it appears that the loss of 

mitochondrial activity in 158JP OL was not only due to a delayed cell proliferation but also to 

a cell death increase.
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3.2 The JP mutation increases apoptosis but not necrosis level to decrease 158 JP OL 

survival

Flow cytometry combined with double staining (Annexin-V and Propidium Iodure) was 

used to identify the mechanism inducing the increased cell death observed in 158JP OL. We 

observed 8.5% vs. 15.6% for early apoptotic cells and 14% vs. 33.5% for late apoptotic cells 

in 158N compared to 158JP OL, respectively (Fig. 2). The percentage of necrotic cells was 

similar and constant in the two cells lines (8.9% vs. 7.9%). More importantly, the combination 

of RT-qPCR and Western blot experiments revealed that the basal ratios of mRNA and 

protein levels of key apoptotic markers Bax (pro-apoptotic)/Bcl-2 (anti-apoptotic) were higher 

in 158JP than in 158N OL (Fig. 3). Interestingly, we found that the expression level of the 

anti-apoptotic marker Bcl2 was extremely low and remained under the limit of detection of 

the Western-Blot analyzes. Altogether, these results suggest that the JP mutation may evoke 

an increased apoptosis level which induces the decreased viability or increased death of 

158JP OL. 

3.3 158JP OL exhibit a high basal level of ER stress compared to control 158N OL

To check whether JP mutation-induced increased apoptosis level may result from ER 

stress evoked by aberrant PLP accumulation in the ER, we assessed the basal levels of ER 

stress markers in 158JP and 158N OL. Because BiP is a chaperone known to sense protein 

aggregation and binding, allowing the activation of UPR response downstream pathways 

(Bertolotti et al., 2000; Flynn et al., 1991; Lee, 2005; Quinones et al., 2008), we measured 

BiP mRNA and protein levels in 158JP and 158N cells. The expression levels of BiP mRNA 

and protein were significantly higher in 158JP compared to 158N OL (Fig. 4). Consistently, 

we found that the expression level of caspase-12, which pivotally mediates ER-stress-

induced apoptosis and cell death (Hitomi et al., 2004; Martinez et al., 2010; Morishima et al., 

2002; Nakagawa et al., 2000; Szegezdi et al., 2003), strongly increased in 158JP cells but 

not in the control 158N OL (Fig. 5). Indeed, our quantitative evaluation revealed a 30% 
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increase of caspase 12 labeling mean intensity in 158JP OL and the qualitative analysis 

showed a right shift of the fow cytometry fluorescent signal in 158JP compared to the control 

158N cells (Fig. 5A, B). 

3.4 158JP OL are more vulnerable than the control cells to the ER stress inducer 

tunicamycin

To assess the sensitivity of 158JP and 158N OL to tunicamycin, the well known ER 

stress pharmacological inducer (Nami et al., 2016; Shen et al., 2015; Wang et al., 2015), a 

dose-dependent study was performed. Tunicamycin induced a dose-dependent decrease of 

cell viability in both 158JP and 158N OL (Fig. 6). However, tunicamycin doses killing 50% of 

cells (ED50 values) after 20h exposure were 0.1356 ± 0.007 and 0.0020 ± 0.0001 µg/ml for 

158N and 158JP cells, respectively (Fig. 6). These data suggest that the initially elevated 

basal level of ER stress promoting factors occurring in 158JP OL is amplified by tunicamycin-

evoked ER stress pathways to make 158JP cells extremely vulnerable than the control OL. 

3.5 Protective effect of ER stress inhibitor 4-PBA against JP mutation induced OL death

Because 4-PBA is well known as a down-regulator of ER stress (Basseri et al., 2009; 

Cho et al., 2014), we assessed the ability of this drug to protect against aberrant PLP 

accumulation-induced increased 158JP cell death. Thus, a first series of dose-reponse 

studies were performed to indentify the optimal concentration of 4-PBA. While a strong dose-

dependent beneficial effects was detected on the levels of ER stress and apoptosis makers 

in 158JP cells using 4-PBA at 500µM and 1mM, we found that the housekeeping gene 

HMBS level was altered by 4-PBA at 1mM which is the highest dose (Fig. 7A). Therefore 4-

PBA at 500µM appeared as the optimal dose inducing strong beneficial actions without 

affecting or disturbing the reference HMBS gene expression level. Trypan blue assays were 

performed on 158JP cells in the absence or presence of 4-PBA (500 µM) during 48h. The 

treatment with 4-PBA induced about 18% increase (17.6 ± 5.8 %) of 158JP OL survival (Fig. 
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7B). Consistently, molecular analyzes showed that 4-PBA treatment also decreased 

significantly the expression levels of ER stress markers such as BiP (21.2 ± 4.2%) and 

CHOP (19.5 ± 3.8%) in 158JP cells (Fig. 8). Furthermore, the exposure to 4-PBA induced a 

significant anti-apoptotic effect revealed by the decrease of Bax (pro-apoptotic)/Bcl-2 (anti-

apoptotic) ratio in 158JP OL. Indeed, under 4-PBA treatment, Bax and Bcl-2 expression 

levels decreased or increased, respectively in 158JP OL (Fig. 8). 

4. Discussion

The present study combines various comparative analyzes to demonstrate the 

existence of 3 major differences between 158JP OL, that represents a cell model to 

investigate PLP mutation-induced myelin abnormalities/disorders, and the control 158N OL. 

Indeed, (i) MTT-based assays revealed that 158JP OL exhibit a decreased viability/survival 

compared to 158N cells; (ii) Trypan blue assays showed the existence of high cell death or 

mortality of 158JP compared to the control 158N OL; (iii) Most importantly, the combination 

of real time RT-qPCR, Western-Blot analyzes and Flow cytometry methods made it possible 

to reveal that PLP mutation-induced decreased viability and increased death/mortality of 

158JP OL pivotally resulted from an increased endogenous/basal level of ER stress and an 

elevated apoptosis rate occurring in 158JP but not in the control 158N OL. To confirm the 

critical involvement of ER stress in the induction of increased apoptosis and subsequent 

death of 158JP OL, our study also demonstrates that 4-PBA, which acts as a chemical 

chaperone to reduce ER stress-evoked apoptosis (Kubota et al., 2006; Mimori et al., 2012; 

Qi et al., 2004; Yam et al., 2007), significantly prevents PLP mutation-induced 158JP cell 

death. 

Our results showing the decreased viability and increased mortality of 158JP cells are 

in perfect line with previous studies which have used microscopic and ultrastructural methods 

to show that the percentage of OL death is at least 10 times higher in developing JP mice 

CNS tissues compared to normal mice tissues (Knapp et al., 1986). Furthermore, while the 
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potential implication of ER stress has been suspected in other experimental models 

(Dhaunchak and Nave, 2007; Gow et al., 1994; Gow and Lazzarini, 1996; Gow et al., 1998; 

Roboti et al., 2009; Southwood et al., 2002; Swanton et al., 2003; Yamada et al., 2001), to 

our knowledge, the direct link between ER stress, apoptosis and an increased 158 JP OL 

death supported by the simultaneous or concomitant characterization of cellular markers of 

both ER stress and apoptosis has never been evidenced as described for the first time 

herein. Indeed, our results show that the decreased viability and enhanced death/mortality of 

158JP OL are correlated to the increase of chaperone protein BiP which is known to be 

upregulated during ER stress (Lee, 2005). In addition, because UPR may be either 

cytoprotective or cytotoxic depending on different factors such as the time and/or the 

intensity of stress (Hetz and Mollereau, 2014; Southwood et al., 2002; Southwood et al., 

2016), we have also assessed Bax/Bcl-2 ratio and capase-12 expression to determine the 

apoptotic status of 158JP OL. Caspase-12 has been well demonstrated as a key ER stress 

activated caspase which stimulates pro-caspases 9 and 3 to launch irreversibly apoptosis 

(Hitomi et al., 2004; Martinez et al., 2010; Morishima et al., 2002; Nakagawa et al., 2000; 

Szegezdi et al., 2003). But controversial data have claimed minimal role for caspase-12 in 

the UPR in OL (Sharma and Gow, 2007). By contrast, the correlation of increased Bax(pro-

apoptotic factor)/Bcl-2(anti-apoptotic factor) ratio with apoptosis has been extensively 

demonstrated and conventionally well admitted (Del Poeta et al., 2003; Korsmeyer, 1999; 

Oltvai et al., 1993; Westphal et al., 2011; Yang et al., 1994; Youle and Strasser, 2008). 

Therefore, we combined several approaches including RT-qPCR, Western Blotting and flow 

cytometry analyzes to show that the basally elevated level of ER stress marker BiP is well 

complemented by the overexpression of caspase-12 and the occurrence of Bax/Bcl-2 

increase in 158JP cells. These observations strongly confirm the link between the high 

endogenous/basal amount of ER stress, the elevated level of apoptosis and the increased 

mortality/death of 158JP OL. Moreover, our results also revealed that 158JP OL are 

extremely vulnerable than the control 158N cells in the presence of tunicamycin that is well-

known as an inducer of ER stress through the alteration of protein N-glycosylation (Nami et 
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al., 2016; Shen et al., 2015; Wang et al., 2015). Indeed, extremely low doses of tunicamycin 

are sufficient to induce high percentage of 158JP cell death as tunicamycin ED50 killing 50% 

of 158JP OL is about 68 times lower than the dose (ED50) causing 50% of control 158N OL 

death. These results consolidate the idea that PLP mutation may predispose 158JP OL to 

ER stress-evoked cell death via the activation of ER stress-related pathways that generate a 

basally elevated amount of endogenous ER stressors in 158JP cells. Consequently, just a 

little additional or complementary amount of ER stressors (induced by very low doses of 

tunicamycin) may be sufficient to drive these 158JP OL to death. The situation is different in 

the control 158N OL because the basal/endogenous level of ER stressors in these cells is 

very low therefore significant doses of tunicamycin are necessary to generate high 

intracellular level of ER stressors which may be able to provoke 158N cell death. Altogether, 

these data suggest that 158JP OL, which basally exhibit aberrant PLP-evoked high 

intracellular or endogenous level of ER stress, constitutes a relevant model to test the 

efficacy of drugs aim at protecting against OL or nerve cell degeneration through the down-

regulation of ER stress-evoked apoptosis and death. 

To check this idea, we also investigated in the present study the ability of 4-PBA to 

protect against aberrant PLP-induced ER stress, apoptosis and death of 158JP OL. Indeed, 

4-PBA is a drug approved for the treatment of urea cycle disorders which has been shown to 

act as a chemical chaperone reducing ER stress-induced apoptosis (Kubota et al., 2006; 

Mimori et al., 2012; Qi et al., 2004; Yam et al., 2007). Beneficial effects of 4-PBA have been 

evidenced in various experimental models of misfolded protein accumulation-related 

disorders (Inden et al., 2007; Ricobaraza et al., 2009; Wiley et al., 2011). Interestingly, we 

found that 4-PBA treatment efficiently increased 158JP cell survival by decreasing 

significantly intracellular levels of ER stress markers BiP and CHOP and these data were 

also consistently correlated to the down-regulation of the apoptotic Bax/Bcl-2 ratio in 158JP 

OL. The protective effect of 4-PBA on ER stress-induced cell death is commonly assigned to 

its chaperone-like activity (Kolb et al., 2015; Mimori et al., 2013). However 4-PBA is also an 

histone deacetylase inhibitor (HDACi) suggesting that its protective effect may also results 
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from its capacity to directly modulate genes involved in survival and adaptive ER stress 

response (Miller et al., 2011; Wang et al., 2011). 

While BiP overexpression is always related to ER stress increase in several models 

(in agreement with 4-PBA-induced BiP decrease observed herein), we believe that it is fair 

and necessary to recall that there is a controversial debate about the protein CHOP 

considered to be pro-deleterious or anti-apoptotic depending on the situations (Penas et al., 

2011; Southwood et al., 2002). Here, we found that 4-PBA treatment decreased CHOP 

expression concomitantly with an improvement of 158JP OL survival. In accordance with our 

observations, previous studies have also shown that the neuroprotector valproate which 

decreases CHOP expression is capable of preserving OL and axons from death after spinal 

cord injury (Penas et al., 2011). Moreover, 4-PBA treatment, which promoted both 158JP 

and 158N cell differentiation, has been shown to enhance various enzyme or transporter 

(CNPase, peroxisomal transporter abcd2, ACOX1 or catalase) expression and/or activities 

(Baarine et al., 2009). Therefore, these data, taken together with our results showing 4-PBA-

induced decreased levels of BiP and CHOP in 158JP cells in addition to the down-regulation 

of pro-apoptotic factor Bax, concomitantly with the up-regulation of anti-apoptotic factor Bcl-

2, strongly support the existence of a beneficial action of 4-PBA against PLP mutation-

induced ER stress, apoptosis and OL death. 

5. Conclusions 

The present work, which demonstrates the existence of a direct relationship between 

the viability or survival of 158JP OL and the occurrence of elevated endogenous/basal levels 

of ER-stress and apoptotic factors, also reveals that ER-stress may critically determine PLP 

mutation-induced 158JP cell death. The results also suggest that 4-PBA-based strategy 

and/or the characterization of novel pharmacological agents/compounds reducing efficiently 

and safely ER stress-induced apoptosis and OL death may represent a promising approach 

to explore for the development of effective therapies against myelin disorders. 



17

Acknowledgments

This work was supported by grants from INSERM and the University of Strasbourg. Authors 

want to thank Dr Said Ghandour (former member of our research Unit INSERM 1119) who 

provided the initial vials of 158JP and 158N cell lines. ASW was a PhD fellow granted by the 

Region Alsace (Grand Est) and the NeuroRhine Consortium coordinated by AGMN and 

funded by INTERREG IV Program (European Fund for Regional Development) in the Upper 

Rhine Region and the Offensive Science Call 2012.  

Competing interest

The authors declare no competing interests.

Funding

This work was supported by grants from INSERM and the University of Strasbourg. ASW 

was a PhD fellow granted by the Region Alsace (Grand Est) and the NeuroRhine Consortium 

coordinated by AGMN and funded by INTERREG IV Program (European Fund for Regional 

Development) in the Upper Rhine Region and the Offensive Science Call 2012.



18

Figure legends

Fig. 1. Illustration of the decreased viability and increased mortality of 158JP 

compared to 158N OL. (A) Time-course study of 158N ( ) and 158JP ( ) cell viability. MTT 

reduction assay was used to determine the differences between the viability/survival of the 2 

cell line cultures at 24, 48 and 72 hours, n=8. (B) Trypan blue assay was performed to 

calculate the effective percentage of dead cells in 158N and 158JP OL cultures after 48h, 

n=13. The values represent the mean + S.E.M. (****p < 0.0001). 

Fig. 2. Flow cytometry qualitative assessment of apoptosis in 158JP and 158N cells. PI 

staining is represented by the y axis and Annexin-V by the x axis. The quadrant 1 represents 

necrotic cells, quadrant 2 the late-apoptotic and/or necrotic cells, quadrant 3 the viable cells 

and quadrant 4 the early apoptotic cells.

Fig. 3. Evaluation of the basal levels of apoptotic markers in 158N and 158JP OL. (A) 

RT-qPCR assessment of Bax/Bcl-2 mRNA ratio in 158N and 158JP, n=12. The values 

represent the mean ± S.E.M (****p < 0.0001). (B) Western blot image and (C) semi-

quantification of Bax/Bcl-2 protein ratio in 158N and 158JP cells; total protein was used as 

loading control, n=8. The values represents the mean + S.E.M. (****p < 0.0001).

                            

Fig. 4. Evaluation of the basal levels of ER stress in 158N and 158JP OL. (A) RT-qPCR 

assessment of the chaperone protein BiP expression in 158N and 158JP, n=16. The values 

represent the mean ± S.E.M (****p < 0.0001). (B) Western blot image and (C) semi-

quantification of BiP protein in 158N and 158JP cells; total protein was used as loading 

control, n=8. The values represent the mean + S.E.M. (*p < 0.05).
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Fig. 5. Flow cytometry qualitative (A) and quantitative (B) assessment of activated 

caspase-12. Each value represents the mean + S.E.M. of three independent experiments 

(*p < 0.05). The Mean of Intensity of Fluorescence (MIF) represents the mean of 

fluorescence Intensity of 10 000 cells count for each experiment.

Fig. 6. Dose–response effect of tunicamycin on 158N (l) and 158JP ( ) cell viability. 

MTT reduction assay was used to determine the cell viability that was expressed as percent 

of control (untreated cells). MTT signal assessed for each cell type in basal condition 

(absence of tunicamycin) is arbitrarily set at 100%. Tunicamycin concentration evoking 50% 

of cell survival (or killing 50% of cells) corresponds to the ED50 (µg/ml) for each cell type (line 

with dotted), n=8. The values on the graph represent the mean ± S.E.M. of cells survival 

(****p < 0.0001).

Fig. 7. Effects of 4-PBA on the housekeeping gene HMBS expression level and on 158 

JP OL survival.

(A) RT-qPCR assessment of HMBS expression level in 158JP OL treated with the control 

solution or with 4-PBA at 500µM or 1mM, n=12. The values represent the mean + S.E.M 

(****p < 0.0001).  (B) Trypan blue exclusion assay measurement of the effect of 4-PBA on 

158JP OL survival. The charts show the percentages of surviving 158JP cells in the absence 

(control) and presence of 4-PBA (500µM) during 48h, n=20. The values represent the 

mean + S.E.M. (**p < 0.01).

Fig. 8. Effects of 48h 4-PBA (500µM) treatment on ER stress and apoptosis markers. 

(A) RT-qPCR assessment of BiP expression in 158N and 158JP, n=16. The values represent 

the mean + S.E.M (***p < 0.001). (B) RT-qPCR evaluation of CHOP expression in 158N and 
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158JP, n=16. The values represent the mean ± S.E.M (**p < 0.01). (C) RT-qPCR 

assessment of Bax/Bcl-2 ratio in 158N and 158JP, n=16. The values represents the 

mean + S.E.M. (**p < 0.0001).
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du stress du réticulum endoplasmique 
et identification des modulateurs à fort 

potentiel pour le traitement des 
pathologies dysmyélinisantes 

 

 

Résumé 

Les mutations de la protéolipide-protéine (PLP) entraînent la mort des oligodendrocytes (OL) et les 
pathologies de la myéline. Pour contribuer à l'élucidation des mécanismes impliqués, ce travail de 
thèse, qui a utilisé des lignées d'OL 158N (normale) et 158JP (porteuse de PLP mutée), démontre 
une mortalité élevée des cultures 158JP comparées aux témoins. Une hausse du ratio Bax (pro-) 
/Bcl2 (anti-apoptose) est observée chez les 158JP. La protéine BiP, marqueur de stress du réticulum 
endoplasmique (SRE), est surexprimée chez les 158JP. L'exposition au SRE induit par la 
tunicamycine a révélé que la DE50 pour les 158JP est 67 fois plus faible que la DE50 pour les 158N. 
Les 158JP surexpriment aussi les protéines CHOP et caspase-12 qui déterminent le basculement 
des processus intracellulaires vers l'apoptose. Le 4-Phénylbutyrate, inhibiteur du SRE, améliore la 
survie des 158JP et diminue les marqueurs du SRE et de l'apoptose. Des perspectives 
intéressantes sont ouvertes pour l'exploration de stratégies efficaces contre les pathologies 
dysmyélinisantes.  

Mots clés: Apoptose; Maladies de la myéline; Neuroprotection; Oligodendrocytes; Pelizaeus-
Merzbacher, 4-Phénylbutyrate; Stress du réticulum endoplasmique. 

 

Abstract 

Mutations of proteolipid-protein (PLP) cause oligodendrocyte (OL) death and myelin disorders. To 
contribute to the elucidation of the mechanisms involved, the present PhD work has used 158N 
(normal) and 158JP (mutated PLP) OL lines, to show the occurrence of a high cell death percentage 
in 158JP OL cultures compared to the controls. An increased Bax (pro-)/Bcl2 (anti-apoptosis) ratio is 
evidenced in 158JP cells. Also, the endoplasmic reticulum stress marker (SRE) BiP is 
overexpressed in 158JP OL. Exposure of 158N and 158JP cells to tunicamycin-induced SRE 
revealed that the ED50 for 158JP OL is 67 times lower than the ED50 for 158N OL. Proteins CHOP 
and caspase-12, that pivotally determine the switching from survival to apoptotic pathways, are 
upregulated in 158JP cells. 4-Phenylbutyrate, a SRE inhibitor, which improves 158JP cell survival, 
also decreases the levels of SRE and apoptosis markers in 158JP OL. The thesis opens promising 
perspectives for the development of effective strategies against myelin disorders. 

Keywords: Apoptosis; Endoplasmic reticulum stress; Myelin diseases; Neuroprotection; 
Oligodendrocytes; Pelizaeus-Merzbacher; 4-Phenylbutyrate. 


