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PrZambule

Le systme nerveux est notamment composZ des metfiphZriquse (NP) qui vZhiculat les
informations sensitives et motrices, vers epule le systeme nerveux centr@NC). Chez
IOHomme, ledlP sont en majoritZ mixtes, cOestire composZ de fibres nerveuses (axones)
sensitives et motrices. Cexonessont, pour la plupartentourd par unegane protectrice et
nourricisre appelg la gaine de myZline. @e-ci est formZe par IOenroulement de cellules gliales
autour des axonedes cellules de Schwar{€S).

Les NP sont sujet ~ de nombreuses pathologies du fait i) de leur rZpartition darsmBlende
IOorganisme, ii) de IQinnervation dOun tres grand nombre d€wirigade IOabsence de protection
osseuse, contrairement @NC. Ainsi, IOZtiologie des neuropathies pZriphZriques est vaste (troubles
mZtaboliques et maladies, infections, tosit®essures physigsi@t mutations gZnZtiqued)es
blessures physiques des NP, par Zcrasement notamment, sont caractZrisZes par une section dOu
grand nombre de fibres nerveuses appelZe axesis. Cette ruptureaxonale conduit ~ la
dZgZnZrescence de xai, appelg dZgZnZrescence WallZrienne (DW). Les mZcanismes
molZculaires et cellulaires impligaidans la DW puis dans la repousse axonale ont ZtZ souvent
Ztudi5, cependant des parts dOombre subsistent.

La maladie de Charcdflarie-Tooth 1A (CMT1A) est la neuropathie pZriphZrique gZnZtique
hZrZditaire la plus frZquente. Elle est caractZrisZe par umssion de la protZine PMP22
impliquZe dans le maintien de la gaine de my4leeCS

Actuellement il nOexiste pas de traitement pharmacologiqueededeux affections des NP.
semble donc intZressant d@Zvelopper IQutilisation de molZcules muililes agissant
simultanZment sur diffZrents aspects physiopathologiques.

RZcemmentOintZret pour le r™le des anydants alimentaires, tels que [@syphZnols, dans la
santZ humaine suscitZ de nombreuses recherchascurcumine est un polyphZnol extrait de la
racine deCurcumalonga. Cette molZcule est depuis longtemps utilisZe en mZdecine asiatique pour
ces propriZtZs arntiflammatoire, antibatZrienns et antioxydants. Cependant, la curcumine
possede une tres faible biodisponibilitZ et un mZtabolisme tres rapide. Ainsi, des doses tres ZlevZ
sont nZcessaisgour obtenir des effets thZrapeutiques sans avoir la certitude que la curcumine
attegne IQorgane cible.

LOobjectif de ma these a donc ZtZ de tester les propriZtZs thZrapeutiques de la curcumine dans un
modele dOZcrasement du nerf sciatique chez le rat et dans un modele transgZnique de rat CMT1A.
Pour cela deux approches ont ZtZ utiisdp par IOadministration dOune faible dose locale et
continue de curcumine dansh modele IZsionneltraumatiqueet ii) par IOadministration de

nanocristaux de curcumine damsmodele transgZnique da maladie d&CMT1A.
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1! Le systeme nerveux

I Origine embryonnaire

Chez les mammiferegpendant laneurulation, la plaque neurale, quistie sousla
surface dorsale dé&mbryon, se repliprogressivemergur ellememe pour gZnZrer le sillon
neural(Figure 1)(Gilbert, 2000) Les plis neuronaux fusionnent pour former le tube neGel.
dernier ainsi formZ se dilate au niveau dur%o.ne pour former une vZsicule cZrZiCake-ci
subit trois constrictions et donnaissance " trois chambres successiVegprosencZphale (1),
le mZsencZphale (2) et le rhombencZphaleédDavant vers IOarri#erves et al., 2001) es
vZsicules (1) et (3¥ubissentune nouvelle constrictiorqui donneainsi les cing vZsicules
caractZstiques des vertZbrZde 10avant vers I0arrierdp tZlencZphalee diencZphalele
mZsencZphalie mZtencZphale EtmyZlencZphal@larvis et al., 2005)

Lors de la formation dutube neural, les cellules de la crete neerptZsentes ~
|OextrZmitZ des piie sZpareifFigure 1) Celles situZedans la rZgiodorsaledu tronc migrent
rapidemenpourformer :les mZlanocytede la peaudans une direction latZrajé}s neurones
dans les ganglions sensoridlsrsaux rachidies les neurones du systeme nerveux autonome
les cellules glialeset les cellules chromaffinegdans une direction ventraléJessen and
Mirsky, 2005) Les cellules de la crste neuraguZeslans la paie la plus antZrieure du tronc
gZnerentdes fibroblastes et des cellules musculaires ligZagon de la crete cardiaquansi
que des cellules du cartilage et de I'6Zgion de la crete cZphalique) au niveau du cr%one
(Marmigere and Ernfors, 2007)

Les mZcanismesiolZculaires qui permettent ~ upepulationcellulaire initialement
homogene(les cellules de la cretaJe gZnZrer une telle diversit& celluls, ontfait I'objet de
nombreuseZtudes. Il est maintenant considZrZ comme probable que certaines cellules de la
crete neuralesoientdZj” affectZes une fonction particuliesreavant leur migrationalors que
d'autres sont multipotentddessen and Mirsky, 2005Bien que certaines de ces cellules
puissentse diffZrencieCau hasard et de manierenon dirigZe, une combinaison de signaux
positifs et nZgatifsjoue probablement un r™le gortant dans l'orieation de leur
diffZrenciationLes mZcanismes molZculaires qui permettentellides de la crete neura(@
de se dZplaage” travers le tissu conjonctif immature de chaque c™tZ du tube iduck,
donner naissance aprZcurseurs dellules de Schannet (i) de sOassociétroitemenavec
les axonesdes nerfs embryonitas ne sontpas clais et font IOobjet de nombreuses
investigationgJessen and Mirsky, 2005)
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I' La neurulation et les cellules dda crete neurale.
Aprss la formation du tube neural (A), les cellules de la crete migrent latZralement pour donner
naissance ~ des mZlanocytes dans la peau (1), ~ des neurones sensitifs des ganglions dorsaux
rachidiens et~ des cellules gles (2), ou ~ des neurones, des cellules gliales autonomes et des
cellules chromaffines (3). ReprZsentation schZmatique de la diffZrenciation des cellules de la
crete neurale pour donner les nerfs pZriphZriques et les ganglions dorsaux rachidiens chez un
embryon de 9 jours (B), 11 jours (C) et " la naissance ((kssen and Mirsky,
2005 Marmigere and Ernfors, 2007)

I Systeme nerveux central

1.2.1 LOencZphale

DOun point de vue anatomiquesylsteme nerveux est divisZ en systeme nerveux central
(SNC) et systeme nerveux p@inZrique (SNPjWidmaier et al., 2007 Le SNC est luimeme
subdivisZen tZlencZphale, diencZphatZsenZphalemZtencZphaleyyZlencZphalet moelle
Zpiniere (Figure 2) Le tZlencZphale regroupe le cortex cZrZbral, les hippesaet les

IHSY"R () H+)," IHSIO& (") F-, "1 0F&H 12+ & 3456



ganglions de la bagputamennoyau lenticulaire, noyacaudZet amygdalg Le diencZphale
regroupe les structures thalmuescomposZes d@Zpithalamusle I0Zpiphyselu thalamus,

de IOhypothalamusie IOhypophyset des nopux sousthalamiques Le mZsencZphale est
composZ du tectum (colliculi), du tegmentum (noyau rouge, substance noire, substance grise
pZriaqueducalet aire tegmentale ventrale) et crus cerebri. Le mZtencZphale regroupe le
cervelet et Ipont de \arole. Enfin le myZlencZphale est composibdibe rachidier{fPurves

et al., 2001)Jarvis et al.2005)

IReprZsentation schZmatique dOune cagmgttaledOencZphale. §
Hp : hippocampe, GP globus pallidus (i: interne, e externe) Cd noyauxcauds, Pt:
putamen, Ac noyauxaccumbens, TuOtuberculesolfactifs, OB: bulbesolfactifs (Jarvis et
al., 2005)

1.2.2 La moelle Zpiniere

La moelle Zpinisre est un long et mince faisceau tubyleinmposg de tissus nerveux
et de cellules de souti¢Rigure 3) Chez 'homme, la moelle Zpiniere commence " I'os otalipi
et pZnetre dans le canal rachidienraveaudes vertebres cervicalgsVidmaier et al., 2007
La moelle Zpinisre est protZgZe par une structure osseusesapelirachidienChez I'adulte,
elle ne s'&nd pas sur toute la longueurchnal rachidie (Ahuja et al., 2017)
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I Anatomie de lamoelle Zpiniere
(A) La moelle Zpinie est organisZe en substance grise centrale (qui contisntolps
cellulaires des neurones) et en matisre blanche pZriphZrique (qui contient des axones). La
substance blanche peut stre subdivisZe en plusieurs tractus ascendants ou descendants, qui
sontcomposZs de faisceaux d'axones provenant de rZgions spZadéqdencZphaét des
nerfs. Cedfaisceauxtransmettent des informations spZcifiques, telles que des informations
sensorielles ou des informations motrices. (B) La colonne vertZbrale (ossetseke la
moelle Zpiniere chez I'lbmme, elle est segmentZe en 7 vertebres cervicalegerisbres
thoraciques, 5 vertebres lombaires et 5 vertebres sacrZes. La moellerépst Zgalement
entourZe de plusieurs couches protectrmgselZes mZningeshaque rZgion segmentaire de
la moelle Zpiniere (C) innerve une rZgion spZcifique de la peau &3)maiscles (E) ou des
organes(Ahuja et al., 2017)

En dessous des structsresseuses, la moelle Zpinisre (et le cerveatiprotZgZpar
trois couches de tissu appelZes mZninges, composZes dertargude |Qarachnosde et de la
pie-mere (Figure 3) La duremere est la couche la plus extZrieure et forme un revetement
protecteur rZsistant. LOespace entre lardene et [Oarachnoede sqasent est appelZ espace
Zpidural. LOarachnoede kstouche protectrice centradgi tire son nonde son apparence

semblable ~ une toile d'araignZeOest une membrane molle et avasculaire. L'espace entre
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l'arachnoede et la pimere sousjacent est appelZ espace satachnoedien. Ce dernier contient
du liquide cZphalaachidien (LCR)qui peut stre pZlevZ par ponction lombaif@®ua and
McGavern, 2018)La piemere est la couche protectrice la plus interne, elle esttétment
associZe " la surface de la moelle Zpiniere, €Qdis¢ au tissu nerveux.

La partie externe de la moelle Zpinisre contient des faisceaux neuronaux de substance
blancheoe se situentdes axones sensoriels et mote{4kuja et al., 2017)Figure 3) La
substance blanche est composZe de faisceaux sensoriels asdeaddorisdoral, tractus
spinocZrZbelleux et tractus spinothalamig@dlloca et al., 2017¢t de faisceaux moteurs
descendants (tractus cortispinal ventral, tractus cortiespinal lateral, tractutectospinal,
tractus vestibulspinal, tractus rZticulepinal et tractus rubrspinal)(Blackstone et al., 2011)

(Figure 4) La partie interne de la moelle Zpinisre contient la matisre gdaas laquelle se
trouveles corps cellulaires des neuronEffe est composZe de deux cornes dorsakdaigr
sensitifs) et deux cornes ventrales (motrices) qui donnent cette formpagillGhE. Les
commissures grises, situZes entre les deux cornes dorsales et les deux cornes ventrales
contiennentes corps cellulaires des neurones moteurs vZgZtatifs.

Les cornes dorsales sont subdivisZes en cing couches (I, II, lll, IV et V) oe se projettent
les axones des neurones sensitifs dont les corps cellulaires sont contenus dans les ganglions
dorsaux rachidiens. Les couches VI, VIl et X, dans la zone interm&daint composZes
dOinterneurones. Enfin, les deux cornes ventrales sont composZes deafmsx(vbil et 1X)
oe se trouvetlescorps cellulairedes motoneuroné€aspary and Anderson, 200Ba moelle
Zpiniere est composZe de 31 segments dOoe partent une paire de racines nerveuses sensorielle
et une pae de racines nerveuses motrices. La moelle Zpinisre vZhicule IQinformation nerveuse
motrice (voie effZrente/descendante) Zmpar le cortex moteur vers les organes cibles comme
les muscles, en passant par les fibres motrices des nerfs pZriph@igures4) Elle vZhicule
Zgalement I0information nerveuse sensorielle (voie affZrente/ascendante) provenant des
rZcepteurs et des fibres sensitives vers le thalamus puis le cortex sensoriel. C'est aussi un centre
de coordination des arcs rZflexes myotatiqué sont contr™IZs indZpendamment du cerveau
(Ahuja et al., 2017)
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'ReprZsentabn schZmatique des voies motrices (descendangg et de la
somesthZsie (ascendapte

(A) voies motrices : (1) la voie pyramidale ~ travers le tractus corticospinal latZral et (2) les
voies extrapyramidales ~ travers les voies rubrospinale et rZticulaspi Les tractus
pyramidaux se croiseiour contr™ler le c™tZ opposZ du corps. (B) Voies sersofiglles
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voies du systeme lemniscal interne qui conduit I'information sur le tOLﬂIHarkingsthie et
(2) la voie spinothalamique qui conduit l'infoation sur la douleur et la tempZratui@®e
Patton et al., 2013

| Systeme nerveux pZriphZrique

Le SNP se compose dexines, des troscdesnerfs,des ganglionstdes plexus situZs
" l'extZrieur de I0encZphatede la moelle Zpinierda fonction pincipale du SNP est de relier
le SNC aux membres et aux organes. Contrairement au SNC, le SNP n'est pas protZgZ par
Ztui osseuxni par la barriere hZmatencZphalique, ce qudexposaux toxines et aux blessures
mZcaniques. Le systeme nerveux pZrifiiué estformZ dusysteme nerveuautonomeet du
systeme nerveusomatiqugFigure 5)(Rao and Gershon, 2016)

IOrganisation du systera nerveux pZriphZrique
(Rao and Gershon, 2016)
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1.3.1 Systeme nerveux autonome

Le systeme nerveux autononml vZgZtaticontr™le les rZponsesdlontaires pour
rZguler les fonctions physiologiquesmme la nutrition et IOhomZosta@idmaier et al.,
2007). Le systeme nerveux autonome relie le SB@xorganesnterneset ~ la peau. linnerve
les muscles lissedes organest des vaisseaule muscle cardiaque ées glandes endocrines
et exocrinesLes effets physiologiques les plus notables de I'activitZ autononssexemle
la constriction ela dilatation des pupillesa salivation la modulatiordu rythme cardiaque et
le pZristaltismelLe systeme nerveux autononesttoujours activZ. &on la situation, un Ztat
peut Zclipseun autre ce qui entra’ne la libZration de diffZgetytpes de neurotransmetteurs
tels que lanoradrZnaline|GdrZnaline |GcZtylcholine Le systeme nerveux autome est
classiquementdivisZ en systeme nerveux sympathique, parasympathique et entZrique
(Wehrwein et al., 2016)

1.3.1.1 Le systeme sympathique

Le systeme sympathiquenoteur)est activZ lors d'unsituation de "combat ou de fuite"
dans une situationle grand stresu un danger physiquéNidmaier et al., 2007 Des
neurotransmetteurs comme aradrZnalinest IGdrZnalinesont libZrZsce qui augmente la
frZquence cardiaque et le dZbit sanguitsdzrtaines zones comms meuscles lisses tout en
diminuant simultanZment les activitZs des fonctions non critiqueslasurvie, comme la
digestion Les systemes sont indZpendants les uns des autres, ce qui permet l'activation de
certaines parties diorps, tandis que d'ates restent au repdses voies motricesympathique
sont constituZes dOune chaine@lex motoneurones. Un neurone-gafglionnairedont le
corps cellulaire estituZ dans les commissures grises de la moelle Zpifstrsynage avec
un neurone posjanglionnaire situZ dans les ganglions sympathigigsire 6) COest ce

dernier qui innerve I0organe cipléehrwein et al., 2016)

1.3.1.2 Le systeme parasympathique

Le systeme parasympathiquémoteur) utilise principalement IOacZtylcholioemme
neurotransmetteyril permet au corps de fonctionner dans wi dé "repos et de digestion”
(Widmaier et al., 2007 Par consZquent, lorsque le systeme parasympathique domorgse c
il y a une augmentation de la salivation et des activitZs digestion, tandis que la frZquence

cardiaque et les autrastivitZssympathiques diminueftVehrwein et al., 2016)
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IReprZsentation schZmatique du systeme nerveux sympathique (gauche) et
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Au centre (marron) est reprZseatZ moelle Zpiniere avec ldZbut du troncZrZbral en haut

(Wehrwein et al., 2016)
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1.3.1.3 Le systeme nerveux entZrique

Le systeme nerveux entZrique (sensitivomoteur) est la dernisre compadsesysteme
nerveux autonoméRao and Gershon, 2016ituZ uniquemerdans la paroilu tube digestif,
ce systeme permet un contr™le local sans intervention des branches syngpathique
parasympathigquequi nZanmoins peuvent intemir pour moduler ou corriger saotivitZ Le
systeme entZrique est responsable de diverses fonctions liZes au systeménigasimal
comme le pZristaltisme, les vomissements, les complexes moteuentsiiges rZflexes

entZriques, les sZcrZtions et la sensiliiite&tinale(Furness, 2012)

1.3.2 Systeme rerveux somatique

Le systeme nerveux somatique est sous contr™le amést transmet des signaux de
IOencZphadrix organes cibles tels que les musstg€s squelettique€e systemenerveuxest
constituZdOune composante sensoriefiéOune compogarmotrice (Widmaier et al., 2007
Il se compose de nerfs sensititde nerfs moteurs, ainsi que de nombreux nerfs mixtes qui
remplissent les deux fonctiorise systeme somatique est divisZ en nerfs cr%oniens et €n nerf

rachidiens en fonction de la zone cbrps innerv

1.3.2.1 Les nerfs cr%oniens

Les nerfs cri¥%onienZhiculent lesnformationssensitivomotrice au niveau de la tete et
du cou Il y a douzepaires denerfs cr%oniens dont djui proviennent du tronc cZrZbret
contr™lent principalement les foneiales structures anatomiques de lg gaeif les nerfs X
et XI. Trois de ces nerfs sont purement sensoriels, cinq sont purement moteurs et enfin quatre

de ces nerfs sont dits mixtes c'estire sensitivomaturs(Guthrie, 2007)

1.3.2.2 Les nerfs spinaux

Les nerfs spinauxZhiculent lesnformationssensitivomotrices dans le reste du corps
Il s'agit d'un rZseau en "plexusivecdes racines nerveusesterconnectZegqui s'organisent
pour former des nerfs uniqueses nerfsspinauxZmergente la moelle Zpiniereils sont
composZs de racisalorsals (sensitives) et de racines ventrales (motrices). Les racines
dorsales sont ddaisceaux de fibreaffZrentes qui resoivent des informations sensorielles de
la peau, des muscles et des organes viscZraux pour stre ralayZ #8encZphalees racines
dorsalesse terminent dans les ganglions de la racine dorsaleogtiennent notammerg
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corps cellulairedes neurones sensitifs. Les racines ventrales sont constitufaéscdaux de
fibres effZrentes qui proviennent de motoneurones dont les corps cellulaires se trouvent dans
les cornes ventrales de la moelle Zpin{RRexed, 1954)

Chez I'bmme, il existe31 paires de nerfspinauxdivisZs en 8 nerfscervicaux 12
nerfsthoraciques, Berfslombaires, SerfssacrZs et herf coccygien. Ces racines nerveuses
sont nommZes d'apres les vertsbtgmrtir desquelles elleZmergentDars la rZgion cervicale,
les racines nerveuses sorterid@ssusles vertebres correspondantesnsi la racine nerveuse
entre le cr¥%one et la premiere vertsbre cervicale est appelZepiafC1. Dela rZgion
thoracique " la rgion coccygienne, les ra@s desherfs rachidienssortent sous les vertebres
correspondantes. Il esbncimportant de noter queelacrZe un probleme lors de la dZsignation
de la racine du ner&chidienentre C7 et T1 (c'est cegton appelle la racine du negchidien
C8) (Widmaier et al., 2007

Dans le systeme nerveux somatigqueertains rameauxde fibres nerveuses
s'anastomosepiour former des plexus nerveux. Ainsi, on distingue le plexus cervical de C1
C4, qui innerve le cou, la rZgion parriculaire, la partie posiBure du scalp, la partie
supZrieure du thorax et le diaphragiieest composZ des nerfoccipital infZrieur,ansa
cervicalis cervicaltransversal, supraclaviculaire girZnique. Le plexus brachial de C5 ~ T1
qui innerve le bras, est compads ner$ musculecutanZ, axillaire, mZdian, radial @haire.
Les nerfs T2 ~ T12 ne forment pas de plexils sont composZs des nerfs intercostaux
Zgalement appelZs thoraciques. Le plexus lombaire dd_&linnerve la rZgion abdomino
gZnitale et une partie de jambe. Il est composZ des ndlishypogastrique, ilieinguinal,
gZnitefZmoral, ¥moral cutanZ latZral, fZmorabbturateur. Leplexus sacrZet pudendalde
L4 ~ S4innervent une partie de la jambe et le pZrinZes plexussontcomposZ des ner$
fessier supZrieur, fessier infZrieur, sciatique (fibulaire commun, tibig@nZ postZrieur de la

cuisse epudendalTortora and Derrickson, 20Q9)

| Anatomie des nerfs pZriphZriques

1.4.1 Les neurones et fibres nerveuses

1.4.1.1 Neurones et fibres motrices
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Les neurores moteurs ou motoneurones (MN) vZgZtatifs sont sijudsns les
commissurs grises de la moelle Zpinie(ee sont les motoneuronpeZganglionnaire) et ii)
dans les ganglions sympathiqu@Ee sont les motoneurong®stganglionnairg). lls sont
responsables de la vasomotricitZ des membres et du tronc ainsi que des (Visshravein et
al., 2016)

Les MN somatiques sont situZs dans la rZgion IX du tronc cZrZbral et de la moelle
Zphiere et innervent les muscles squelettiques responsables des mouv@figents 8) Les
ramifications de KxtrZmitZ axonale es MN font synapseavec lesfibres musculaires
squelettiques cette jonction est appelZe jonctioneuromusculaireou plaque motde.
LOensemble MN et fibres musculaires squelettiques forme 1QunitZ rDatnsdes muscles
striZs squelettiqueson distingue deux grands types de fibres musculairekes fibres
intrafusales, cellules qui constituent les fuseaux neuromusculaireselildss satellitegqui
permettent la rZparation des fibres musculpetles fibres extrafusales, cellules responsables
de la contraction musculaire Zgalement appelZes rhabdomyocytes. Les fibres extrafusales sont
ellesmemes divisZes en 3 segsoupes Les fibres de type | (ou Sslow) sont les premisres
se contracter meme si elles ne dZveloppent pas une force importante, elles peuvent rester
contractZes longtemps. Les fibres de type Ila (ou FR : fast and resistant) peuvent dZvelopper
une force plis importante mais se fatiguent plus vite. Enfin, les fibres de type Ilb (ou FF : fast
and fatigable) dZveloppent la force musculaire la plus importante mais elles se fatiguent tres
vite ; elles sont donc utilisZes lors d'un effort important et soudain.

Les MN somatiques peuvent otre divisZs en 3 groupes selon lesrfibsesilairegjuQils
innervent; on distingue les MM, ! et$ (Stifani, 2014)

- Les MN-# et lesfibres-# innervent exclusivemenés$ fibres musculaires extrafusales

et sont la clZ de la contraction musculaifégure 7) Anatomiquement)es MN-# sont
caractZrisZs par un grand corps cellulaire et une termnaésiromusculaire. lls jouent un r™le
important dans le circuit rZflexe spinal en recevant l'innervation monosynaptique directement
des neurones sensitifs, minimisant ainsiZéaide la rZponse. Les MK peuvent stre divisZs

en 3 soudypes diffZrentsrefonction du type de fibres qu'ils innervent-MSI-# (et Sfibre-

#), FR-MN-# (et FRfibre-#) et FFMN-# (et FFfibre-#) (Burke et al., 1973)Les SMN-#

qui innervent les fibres de type I (S) ont un diametre de corps cellulaire plus petit et donc une
rZsistance d'entrZe plus ZlevZe, ce qui les rend sensibles " un seuil de stimulation plus bas. Les
S-MN-# sont recrutZs en premier, pendant lataction musculaire. lls ont Zgalement la

capacitZ de maintenir une activitZ meme apres la fin de la stimulation. Enfinfilee$ ont
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une vitesse de conduction nerveuse de 85 m/s. L&4NFE innervent les fibres de type llb
(FF). lls ont un corps dalaire plus grand et sont activZs apres les neuroreNS# donnant
une force supplZmeaite au muscle activZ. En terse vitesse de conductivitZ, les-fisre-

# sont sensiblement plus rapides avec 100 m/s. Enfin, on conna’t peu de choses sMiNes FR
# : ils sont considZrZs comme ayant des caractZristiques intermZdiaires eruldli#seBles
FF-MN-# etinnerventes fibres de type lla (FRBurke et al., 1973)Lee and Heckman, 1998)

- Les MN-! et lesfibres! sont plus petits et moins abondants que les autres\qoes

deMN somatiquegFigure 7) Par consZquent, les MM$ont mal caractZrisZs. lIs innervent les
fibres musculaires intrafusales et extrafusales et constituent donacepéi@x ~ 'homogZnZitZ
observZe dans les plaques motrices. Ainsi, ils contr™lent " la fois la contraction musculaire et
la rZactivitZ sensorielle des fuseaux musculaires. Ils sont en outre subdivisZs etyf@esous
selon le type de fibres intrafusalesilgunnervent : les fibres statiques et les fibres dynamiques.
Les MN-! ont ZtZ principalement caractZrisZs anatomiquement et fonctionnelleménlteurs

caractZristiques molZculairesZé&tctrophysiologiquesstent " identifie(Bessou et al., 1965)

- Les MN$ et les fibres$ contr™lent exclusivement la sensibilitZ des fuseaux

neuromusculairegFigure 7) Leur activation augmente la tension des fibres musculaires
intrafusales eimite donc I'Ztirement du muscle. Tout comme les-lMs MN-$ sont diviZs

en deux sougypes selon le type de fibres intrafusales qu'ils innervent : les filrssulaires
statiqgues et les fibremusculairesdynamiques. Les MM ne reeoivent que des stimuli
sensoriels indirects et ne possedent aucune fonction motrice. Psfcummt, les MM ne
participent pas directement aux rZflexes spinaux mais contribuent plut™t ~ la modulation de la

contraction musculairéeccles et al., 1960)
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CE

IDZtail de l'innervation d'un fuseau neuromusculaire.
SchZma d'un fuseau musculaire adultever longitudinale. Les motoneuronégrose)
innervent exclusivement des fibres extrafusales (marron). Les motonelrdjaese)
innervent des fibres extrafusales et intrafusales (bleu). Les motonedtsnasdivisZs en deux
soustypes : statique (bleu di&) se connectant " la cha’ne nuclZaire (bleu clair) et aux fibres
du sac nuclZaire (bleu foncZ) et dynamique (bleli diese connectant aux fibres du sac
nuclZaire (bleu intermZdiaire). Les axones affZrents sensoriels la (vert clair) et Ib (rose)
transmettent des informations aux neurones sensoriels situZs dans les ganglions dorsaux
rachidiens. La capsule externe (CE) est une membrane dZdiZe qui isole le fusrdainaus
des fibres extrafusalg®Oapres Stifani, 2014)

1.4.1.2 Neuronesfibres et rZcepteurs sensoriels

L'ensemble desystemes sensoriels se divigm sensibilitZ ditespZcifiqueet en
sensibilitZ dite gZnZrale qui regroupet la sensibilitZ intZroceptiyeextZroceptive et
proprioceptive La sensibilitZ spZcifique regroupe la vision (photorZcepteurs), I'ouse
(tonorZcepteurs), l'odorat et le goZt (chimiorZcepteurs). La sensibilitZ intZroceptive renseigne
l'organismesur I'Ztat des visceres et les variations physicimiques du milieu intZrieur par
IOintermZdiaire des barorZcepteurs, des osmorZcepteurs et des hydrorZeepensihilitZ
extZroceptive ou sensibilitZ cutanZpporte des informations tactilgnZcaorZcepteurs)
nociceptive (nocicepteurs) et thermique (thermorZcepteurs) vers |OencZBhfife. la
sensibilitZ proprioceptive renseigne IOorganisme sur la position du corps par IQintermZdiaire des
propriocepteurgTortora and Derrickson, 20Q9)

Dans lesysteme nerveux pZriphZrique, kesrps cellulaires deseurones sensitifs ou
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sensorineuronade la somesthZsisont localisZs dans les ganglions dorsaux rachidigfsnt
synapse dans des zones diffZrentes de la corne d@sats |, 1I, lIl, IV etV) avec des
neuronegjui projettent leurs axonegrsle thalamuwia la voie lemniscal®u extralemniscale
(Caspary and Anderson, 20QBjigure 8) Les fibres sensitivesomesthZsiquesont reliZes

des rZcepteurs cutanZs sensoriels se trouvant dans le derme et I'Zpiderme et ~ des rZcepteur:
intra-musculaies (Figure 7) Les rZcepteurs cutanZs font partie du systeme somatosensoriel.
Dans I'Zpiderme et le dermen trouve les terminaisons nerveuses libres qui sont des
thermorZcepteurs et des nocicepteurs, alors que les mZcanorZ¢eptpussles de Ruffini,
Meissner et Pacini et disque de Merkel) sont uniquement prZsents dans |¢Rigumee9)

Dans les muqueusesn trouve aussi des corpuscules bulboedes (ou bulbes de Krause)
fonctionnant comme rZcepteurs sensoriels au froid. Les rZceptesmsielsiars les muscles

sont responsables de la proprioception. lls sont composisse®ux neuromusculaires et
dOorganeseurotendineux de Golgi. On distingue ainsi les fibre#, A-1, A-$ et C, en
fonction du type de rZceptewnsxquels elles sont reliZ@Sgure 9)(Laverdet et al., 2015)

| ReprZsentation schZmatique des fibres motrices et sensitives desperésix
Dans les nerfspinaux les fibres sensitives sont divisZes en §&k(bleu foncZ), A" (vert),
A3 (rouge) et C (rouge). Leurs corps cellulaires se situent dans les ganglions dorsaux
rachidiens. Les fibres nerveuses motrices sont divisZes es!f{bose), " (jaune) et # (bleu
ciel). Leurs corps cellulaires se situent dans les coveetrales de la moelle Zpinis(€aspary
and Anderson, 2003)
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- Les fibres A#, anciennement appelZes fibres la et Ib, sont reliZes aux rZcepteurs de la

proprioception prZsesitdans les musclegFigure 7) Ces propriocepteurs des muscles
squelettiques (fuseaux neuromusculaires et rZcepteurs neurotendineux d&Gafgint aux
stimulationsassociZesla sensibilitZ proprioceptive consciente (information du cerveau sur la
position du corps et des membres dans IOespace) et inconsciente (contr™le du tonus musculair:
et des rZflexes). Ces rZcepteurs sont innervZepdibtes A# de type la pour les fuseaux
neuromusculaires et par les fibregtAle type Ib pour les rZcepteurs neurotendineux de Golgi.
Les fibres A# vZhiculet la sensibilitZ dite gZnZrale et sont non nociceptives. Elles sont
myZlinisZes et de tres grealibre: entre 13 et 20 %de diametre Leur vitesse de conduction
nerveuse sensitive est de 80 ~ 120 m/s. Les fibréssfiivent la voie lemniscale. Ces fibres
partent des rZcepteurs sensitifs vers les cellules T du ganglion spinal puis vers la corne
postZrieure de la moelle Zpinisre. Elles passent ensuite par le faisceau de Goll et Burdach pour
se rendre au thalamysuis dande cortex somesthZsique les informationssensitivessont
dZcodgs et intZgrZef_awson, 2002JAumann and Prut, 2015)

- Les fibres Al , anciennement appelZes fibres de type Il, sont reliZes aux rZcepteurs du

tact situZslans la pea(Figure 9) Ces mZcanorZcepteatganZsZpondent aux stimulations
tactiles dda sensibilitZ extZroceptive (exploration et analyse du méig¢Zrieur)mais aussi

la sensibilitZ proprioceptivecomme pour les fibres-#). Les mZcanorZcepteurs de la peau
sont prZsents dans le derpils sont composZs des corpuscules de Meissner, de Paccini, de
Ruffini et des disques de Merkel. Les fibreg sont moyennement myZlinisZes et de moyen
calibre entre 6 et 12 %ae diametre Leur vitesse de conduction nerveuse sensitive est plus
lente, comprise entre 35 et 75 m/s. Les fibrels @omme les fibres A#, empruntenta voie
lemniscalg/Roosterman et al., 20qQ&awson, 2002)

- Les fibres A& anciennement appelZes fibres de typestiht reliZes aux nocicepteurs

et thermorZcepteudermiquesjui rZpondenaux stimulations douloureus@Sgure 9) Il existe

des fibresA-& unimodales (nocicepteurs mZcaniques) et des fibr&s multimodales
(nocicepteursnZcanethermiques)Ces fibregpossedent des rZcepteurs aux opiosdes de type %,
& et7, qui interviennent dans la rZgulation gescessusiouloureux.Les fibres A$ sont
faiblement myZlinisZes et de petit caligetre 1 et 5 %mLeur vitess de conduction nerveuse
sensitive est faibleentre5 et30 m/s. Les fibres A& suvent la voie extralemniscale e6 fibres

partent des rZcepteurs cutanZs theatgdsiques vers laseurones unipolairedu ganglion
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spinal lesquels Zmettent un autre lor@yementers la corne postZrieure de la moelle Zpiniere.
Elles passent ensuite par le tronc cZrZtioak relai dande thalamus ese projettent sur le
cortexsomesthZsique o le message nocicegstiinterprZtZ de fason conscier{&lvarez and
Fyffe, 2000)(Lawson, 2002)

- Les fibres Canciennement appelZes fibres de typestritpolymodales, cOesdire
quOelles sont reliZes ~ des rZcepteurs rZpondant ~ des stimulations multiples (mZcaniques,
chimiques et thermiquesContairement aux fibres /4, lesfibres Csont prZsees dans
IOZpidermgFigure 9) Les fibres C sont amyZliniques et de tres petit catilenatre 0,2t 1,5
%mde diametre Leur vitesse de conduction nerveuse sensitive est tres {db&5 ~ 2 m/3.

Comne les fibres A$, les fibres C suivent la voie extralemnisgélawson, 2002)

IReprZsentation schZmatique des rZcepteurs sensoriels et des fibres nerveuses
sensorielles cutang.
Les rZcepteurs sensoriels (&prpusculesle Pacini, de Ruffini, de Meissner et les disques de
Merkel sont localisgdans le derme de la peau. Ils sont reliZs ~ des $ibreZlinisZes A Les
terminaisons libres des fibsdfaiblement myZlinisZes A$ a&mnyZliniqus C sont localisZes
respectivemat dans le derme et I0Zpiderme. Les rZcepteurs sensoriels et les terminaisons libres
transmettent les informations sensitivaasx fibores A", A$ et C (B). Ces fibres nerveuses
sensorielles cutanZes sont les terminaisdistales des neurones des ganglionsrshux
rachidiens qui transportent les signasensitifsversle SNC(Laverdet et al., 2015)
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1.4.2 Lesenveloppegrotectrices des nerfs pZriphZriques

Dars le systeme nerveux pZriphZreues fibres nerveuseent entourZes par une gaine
isolante formZear lescellules de Schwann et permettant la conduction saltatiairgaine de
myZline. La gaine de myZline de chaque axone eshefie enveloppZe danune enveloppe
protectrice connue sous le nat®endonevrd.es axones quinnerventdesorganes dansne
meme rZgion anatomiquseont regroupZs en fascicules, chacun entourZ d'une enveloppe
protectrice connue sous le nom de pZrinevre. Enfin, plusieurisdiées peuvent " leur tour etre
regroupZs et entourZs par |Oenveloppe protectrice la plus eX#épirevre. Cette structure
avec plisieurs enveloppes protectricest analogue au systeme d'organisaties enveloppes

musculaire (Mizisin and Weerasuriya, 2011)

1.4.2.1 L'Zpinevre

Lors de IOembryogZnese, I'arachnoede et lardeme@invaginent le nerf pour formen
manchon de tissu conjonctippelZ I0Zpinev&igure 10) L'Zpinevre est IOenvelopga plus
externedes nerfs pZriph#yies; cOest un tissu conjonctif dense et irrZgulier. Il entoure
habituellement plusieurs fascicules nerveux ainsi que les vaisseaux sanguingueprit le
nerf. Des fibroblastes sont prZsetasis I0Zpinevret contribuent ~ la production de fibres de
collagene composant principatle I'Zpinevre. En plus de fournir un soutien structurel, les
fibroblastes jouent Zgalement un r™le important dans I'entretien et la rZparation des tissus
environnants LOZpinevre est habituellement plus abondant autour tleslations, car sa

fonction est de protZger les nerfs contre les Ztirements et les bl¢sancixorg, 1987)

IReprZsentation schZmatique des diffZrentrs/eloppesprotectrices et de la
microcirculation dOun nerf pZriphZrique.
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De |OextZnieg vers 10intZrieytes enveloppegprotectrices du nerf sontIOZpln-vre (Epi), le
pZrinevre (Peri) et IOendonevre (Endbj microcirculation du nerf pZriphZrique provient de
vaisseaux extrinseques rZgionaux (Eaf)des branches devaisseaux raidulaires (RV) qui
alimentent les vaisseaux intrinsequési vascularisationntrinseque se compose de vaisseaux
orientZs longitudinalement qui traversé®¥ pinsre, rejoignent lepZrinevreet finissent par se
joindre aux vaisseaux d®endonevréMizisin and Weerasuriya, 2011)

1.4.2.2 Le pZrinevre

Le pZrinevreest composZ dOtissu conjonctif qui prZsente un agencement lamellaire
constituZ d'environ sept ~ huit couches concentriques de cefkigisre 10) Ces couches
cellulaires sont compZes de cellules pZrineurales, qui sont des myofibrob{&stEsikamp
and Stiller, 1978)Les cellules pZrineurales sont parfois appelZes cellules myoZpithZliales en
raison de leurs propriZtZk fois ZpithZliale et myofibroblastiquayeda prZsence de jonctis
serrZes, Qua lame basale et la capacil& se contracter. Le pZrinsvre est une membrane
tubulaire lisse et transparente qui possedepidepriZtZs Zlastiqué®lsson, 1990)

1.4.2.3 L'endonevre

L'endonevre est une couche de tissu conjorsitifZeautour de la gaine de myZline de
chaque fibre nerveuse myZlinisg&enon myZliissZe (Figure 10 et 11)Les cellules qui la
composent sont appelZes cellules endoneurales. L'endonevre contient un liquide connu sous le
nom de lguide endoneural. €liquide endoneural est thZoriquement ZquivalentGR du
SNC (Reinhold and Rittner, 2017)'endonevre s'Ztend longitudinalement le long des fibres
nerveuses, maigrZsentedesdiscontinuitZs. Il contient diins faisceaux de tissu conjonctif
fibreux, principalementomposZ dedlagene (produit par des fibroblasteendoneuray)xet
dOunenatrice extracellulaire. Cette structure sert ~ soutenir les capillaires sanguins. En plus des
fibroblastes endoneuraux, les autrepyations cellulaires prZsentsns I0endonsvre sdes
cellules endothZlialedes vaisseaux sguins, des pZricytes et des macrophages rZsidants
(Mizisin and Weerasuriya, 201{ybogu, 2013)Le r™le de ces populations cellulaires dans le
maintien delOendonevre et dans la rZparation des nerfs fait IOobjet dOune discussion dans la
revuepubliZe dange journal Neural Regeneration Researé&teripheral nerve regeneration

and intraneural revascularization
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IComposants cellulaires du microenvironnemede IOendonevre.
ReprZsentation schZmatique dfetit fascicule nerveyavec des fibres myZlinisZes (MF) et
non myZlinisZes (UMFentourZ par le pZrinevre (P8rilui-meme entourZ de fibrilles de
collagene Un vaisseau endoneur@V), des fibroblastesispersZs (F), des pZricytes (P) et des
macrophages residents (M) noyZs dans le tissu conjonctif 1%cche de [Oeadnh#Agalement
reprZsentZ@Mizisin and Weerasuriya, 2011)

1.4.3 La myZline

1.4.3.1 Les cellules gliales

Le SNP est composie trois types de cellules gliales : les cellules satellites, les cellules
des capsules frontieres et les cellules de Schwdaasen and Mirsky, 2005)es cellules
satellites sont prZsentesquement dans les ganglions dorsaux rachidiens et sont associZes aux
corps cellulaires deseurones sensitif€e sont des celluleschies en vZsicules de pinocytose.
Cependantleur r'™le est encore mal cof@onealves et al., 2018)l sembleait, aumeme titre
que les astrocytes du SNGuOelles soiemmmpliquZes danses processus d'Zchange et de
sZcrZtion avec lesuronesLes cellules des capsules frontieres se situent au niveau des racines
des nerfspinauxet aux points dOZmergence desrcr¥oniens. Ces cellules sont prZsentes de
maniere transitoire ~ IQinterface entre le SNC et le GdBsen and Mirsky, 200%)es cellules
sont prZsente chez IOembryon et elles assurent @intien des corpscellulaires des
motoneurones dans le tube neural. Elles participent ~ la mise en place de certaines populations
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cellulaires du SNP comme les cellules de Schwgnfin, les cellules de Schwai(@S) sont

les cellules gliales les plus ab@mies(Lobsiger et al., 2002)Elles sont ~ IQorigine de la
formation de la gaine de myZlinkexiste diffZrentsypes de ces cellules, les CS myZlinisantes

et nonmyZlinisantes. Les CS myZlinisantes entourent les axones de gros calibre pour forme
une gaine de myZline, avec une reladanne/CS de 11 (Figure12) (Salzer, 2008)Les CS
nonrmyZlinisantes ne forment pas de gaine de myZline mais emttplusieurs axones de petit

calibre(Figure12).

_ lLes diffZrents types de cellules de Schwann.
La diffZrenciation des cellules de Schwann est rZgp&tel'expression de facteurs de
transcription spZcifiques comme 4B, Ocb, Brn2 et Krox20 (Salzer, 2008)

1.4.3.2 Lagaine demyZline

La gaine de myZline est une structure multilamellaire qui entayrlepart s axones
dans le SNP et le SNC des vertZbrasgine de myZline permateconduction siatoiredes
potentiels dOaction nerveer limitant la rZstance Zlectrique qui freine leepnduction
(Lobsiger et al., 2002)Dans le SNPla gaine de myZline est composZe de deux domaines
distincts: la myZline compacte et la myZline non compéeigure 13) chacune dOentre elles
possZdant des protZirsZcifiquegNave, 2010)
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ISchZma reprZsentant un axone myZlinisZ avec la gaine de myZline (dZroulZe)
d'une cellule de Schwann.
La myZline compacte (en bleu p%ole) sert d'isolaptigeil'axolemme (en brun) du libre acces
aux nutriments dans le milieu extracellulaire, ~ I'exception de petites zones largementespacZ
(niuds de Ranvier). La glie peut ainsi soutenir le mZtabolisme ZnergZtique axonal. La myZline
non compacte dZfinit usysteme de canaux (en bleu foncZ) qui est en continuitZ avec le
cytoplasme schwannien et rapproche les mZtabolites cellulaires de I'espace erlaX|aI (en
jaune). Les incisures de Schmiginterman (sLI} des piles locales de myZline non compactZe
qui toument en spirale autour de 'axoreont reliZes par des jonctions giase lorsqu'elles
sont empilZe@Nave, 2010)

Les principales protZines de la myZline compacte: $dyelin Proteins ZergMPZ ou
PO), Peripheral Myelin Protein2 (PMP2 ou P2)Peripheral Myelin Proteinde 22 kD
(PMP22),Myelin Proteolipid ProteingPLP) etMyelin Basic Protein{MBP) (Figure 14)
(Oguievetskaia et al., 2009)es principales protZines de la myZline nomgacteprZsentent
dans les paranodes et dans les interruptions pZriodiques de la myZline compacte appelZe
incisuresde SchmidtLanterman(Figure 13) sont: Myelin Associated Glycoprote(MAG),
connexine 33Cx32, Zgalement nommZe-tbnnexine)claudine (1 et 5) ! -catZnineet E-
cadhZrindFigure 14) DOautres protZines sont associZes "~ la myZline non copestéont
la jonction avec la lame basale, comme les laminines, Zéaxjmes, les intZgrinest les
dystroglycanegOguievetskaia et al., 2009)es axones myZlinisZs sont divisZs en diffZrents
domaines distincts, comprenant les niuds de Ranvier (N), les rZgions paranodales (PN), les

rZgions juxtaparanodes (YPet les interniuds (IN)(Rasband and Peles, 2015)
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IReprZsentation schZmatiquke IOorganisation de la myZline et dep@scipaux
constituants
Ce schZma reprZsente lestdines de la myZline compacte (MPZ, MBP, PMP22, PLP et P2)
et de la myZline necompacte (M5, thgrlnes dystroglycane, pZriaxiteminine, catZninie,
cadhZme, claudines et connexines). t@msatlon de la myZline avec les niuds de Ranvier
(N), les rZgions paranodales (PN), les rZgions juxtaparanod®$ €tRes interniuds (IN)est
Zgalemat reprZsentZ&chZma original @apres (Nave, 2010jOguievetskaia et al., 2005)

1.4.3.3 Les nluds de Ranvier

Au niveaudes niuds de RanviefN) du SNP,on trouve des microvillositZs Zmanant
des cellules de Schwann qui entrent en contact avec IOaxolemme nodal (fine membrane
entourant l'axone dOune fibre nerveu&gsband and Peles, 201%}es microvillositZs
contribuent ~ I'agrZgation des canaux sodidsgedZpendant@Na) et potassiquesltage
dZpendantgK-) au niveau dedN. La propagation des potentiels dOaction dZpend de la
dZpolarisation et de la repdkation rapides de 'axolemmea dZpolarisatiorst effectuZpar
les canauxoltagedZpexdantsNa au niveau des Nilors que la repolarisation est dZzcwrant
de fuitenodal Les canaux voltagdZpendants Knterviennentquant ~ euxgdans le potentiel
de repos membranai(Eigure14 et15). Cependant, les nluds ne sont pas uniformes tans
composition des canaux ioniqu@evaux et al., 2004)Devaux et al., 2003)Duflocq et al.,
2008) Une particularitZ propre aux axones myZlinisZs du SNP est la prZsencard©oassle
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qui entoure completement les cellules de Schwann et s'Ztend ~ traie@4ms |'espace nodal,
on trouve une matrice extracellite (MEC) appel& "disque de ciment" par Ranvier. Cette
MEC participe” la formation des niuds et est consid&rZomme un rZservoir cationigper
les charges nZgativéss cla’nes de protZoglycanes suldd&usuki et al., 2013)

1.4.3.4 Les rZgions paranodales

Les niuds de Ranvier sont bordZs par les rZgions(R&sband and Peles, 2018)
sOagi@n contact axglial spZcialisZ, formZ entre 'ammime et les boucles mmodales des
cellules de Schwann myZlinisantes. Dans les rZgions PN, les lamelles de myZline se divisent en
une sZrie de boucles cytoplasmiques tres proches de l'axone, sZmarZes gspace de
seulement 2,5 3 nm. Ces boucles s'enroulent en spiralewutle I'axone pour former des
jonctions sZparZes avec I'axone. Ces jonctions constituent la plus grande jotestiefitilaire
connue chez lesaftZbrZs. Les rZgions PN ont diverses fonctions, dont la fixation de la gaine
de myZline " l'axone, la sZp#icm de l'activitZ Zlectrique de l'axoime nodal deelle de
I'axolemme internodalet un r™Iérontiere pour limiter la diffusion latZrale des protZines de la
membrane axonale. Enfin, les rZgions PN jouent un r™le essentiel dans la formation et le
maintien des domaines membranaires dedl &t desN (Tao-Cheng and Rosenbluth, 1984)

Les interactions molZculaires au niveau de la rZgion PN sont prZsentZes dans la figure 15.

1.4.3.5 Les rZgions juxtaparanodes

Cettetroisisme rZgion spZcialisZe dans les axones myZlinisZs est sitaZa siyZline
compacte, " l'interface entre la rZgion PN et [RMigure 14 et 15jRasband and Peles, 2015)
Cette rZgion est caractZrisZe lpaprZsence d€groupes de particules intramembranakes
dont on pere qu'ellepourraient correspome” des canaux potassiques. Ces camsuxraient
stabiliser la conduction et aider ™ maintenir le potentiel de repos des IN, en particulier pendant
la myZlinisation et la remyZlinisation. La formation de ce domaine ddpdagprZsence d'une
rZgion PN intact¢Poliak et al., 2003)

1.4.3.6 Les interniuds
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Enfin, 'axolemme internodgFigure 14)situZ sous la myZline compacte est Zgalement
considZr£omme un domaine uniguen raison du fait quees protZines membranaires et des
structuresspZcifiquescomposent cette rZgiofRasband and Peles, 201%)ans le SNP,
l'organisation de I'axolemme internodal estfcpar la gaine de myZline gasente(Maurel
et al., 2007)
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IOrganisation molZalaire des souslomaines axonaux.
lllustration simplifiZe montrant certasn canaux ioniqueset interactions molZculaires
impliquZes dans les domaines nodal (A), patal (B) et juxtaparanodal (QQRasband and
Peles 2015)

2 Les neuropathies pZriphZriques

Lespathologiesieurologiquepeuvent affecter le SNC et le SNBelon la localisation,
on distingue les pathologids SNC et celles du SNPes atteintes neurologiques pZriphZriques
regroupent lesieuropathiepZriphZriquesles neuronopathies &s ganglionopathiesDes
exemples dgpathologiesdu SNC et SNP sontZpilepsie, la maladie d'Alzheimer (MA), la
maladie de Parkinson (MP), la maladie de Huntington (MH), la sclZrose engplacmeladie
de CharcotgclZrose latZrale amyotrophiquBLA), les nigraines, les tumeurses atteintes
traumatiques du SNC et SNP, le syndrome de GuiBainZ, les CMTetc.
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Les neuropathies pZriphZriques peuvent etre hZrZditaires ou acquises " la suite d'un
processus pathagique ou d'un traumatism@ughes, 2002)Or, I0Zthologie prZciske ces
neuropathiesOest parfois patentifiZe LescliniciensdZsignent alors cgmthologies sous le
terme deneuropathiesdiopathiqus. Lesneuropathie pZriphZrique pewert affecter unseul
nerf (mononeuropathie), deux nerfs ou plus dans des zones diffZrentes (mononeuropathie
multiple) ou de nombreux nerfs (polyneuropathie). Le syndrome du canal catrlaigraralysie
faciale sont des exemples de mononeuropathie. Lauygart ds personnes atteintes dOune
neuropathie pZriphZrique ont une polyneuropathihant des fibres nerveuses les plus
longues (polyneuropathie longuedié pendante)Martyn and Hughes, 1997)

| Les sympt™mes d@europathies pZriphZriques

La symptomatologie estes diverse suivant le type de fibres nervessatteintes. Dans
le cas dOune atteinte des fibres sensitegesympt™mes saiipendant du calibred la taille
des fibremerveuses. Ces sympt™mes génZralemerntes engourdissements progressifs, des
picotements dans les pieds ou les mains guvent s'Ztend@euxjambes etiuxbras,voire des
douleurs vives, lancinantes, glaciales ou brZlantes, des sensations de pigzre, une sensibilitZ
extreme au toucher Dans le cas dOune atteinte des fibres motlesesympt™méss plus
frZquentsont unmanque de coordinatianotriceet des chutes, des faiblesses musculaires ou
des paralysies. Si les nerfs autonomes sont affectZs, les signes et sympt™mes peuvent inclure
des intolZrances " la chaleur et des altZrations de la transpidatoproblsmeslermiquesges
problemes intstinaux, vZsicaux ou digestifaais Zgalement des changements dans la tension

artZrielle pouvant conduire tdles Ztourdissemer(idughes, 2002jKatona and Weis, 2017)

| ftiologie des neuropathies pZriphZriques

2.2.1 ftiologie desneuropathies pZriphZriques acquises

2.2.1.1 Troubles mZtaboliques et maladiassociZes

- Les troubles mZtaboliquesZmatologiquest endocriniensZduisenta capacitZ de

l'organisme " transformer les nutriments en Znergie et " traiter les dZchets, ce qui peut entra’ner
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des IZsions nerveus@éatona and Weis, 2017)e diabete sucrZ, caractZrisZ par une glycZmie
chroniquement ZlevZe, est l'une des principales causes de neuropathie pZrighZsides

pays industrialisZsEEnviron 60 % ~ 70 % des personnes atteintes de diabste prZsentent des
formes 1Zgeres ~ graves de @B du systeme nerveypZriphZriqueyui peuvent affecter les

nerfs sensoriels, moteurs et autonomgwreduiredes sympt™mes variZs. Certaines maladies
mZtaboliques du foie entra’nent Zgalement des neuropathies dues ~ des dZsZquilibres chimiques.
Les troles endocriniensjui provoquentes dZsZquilibres hormonapeuvent perturber les
processus mZtaboliques normaux et provoquer des neuropathies. Par exemple, -une sous
production d’hormones thyrosdiennes ralentit le mZtabolisme, ce qui entra’ne unenrZtent
d'eau et ded demes qui peuvent exercer une pression sur les nerfs pZriphZriques. La
surproduction de I'hormone de croissafic%.ge adulpeut mener ~ l'acromZgalie, une
pathologiecaractZrisZe par I'Zlargissement anormal de nombreuses partiesekitesqy
compris les articulations. Les nerfs qui traversent ces articulations sont sOpidg? &, ce

qui causealorsdes compressions ~ IQorigine sensationslouloureuseglgbal et al., 2018)

- Les angiopathiesou maladie dite des petits vaisseapewert diminuer l'apport

d'oxygene aux nerfs pZriphZriques et entra’ner de graves IZsions des tissugKatoasand
Weis, 2017) Le diabete entra’ne souvent une altZratiori@ierigationsanguinedes nerfs.
Diverses formes de vasculagtinflammation des vaisseaux sanguins) prowsqule
durcissemen et I'Zpaississementles parois vasculaireset le dZveloppement de tissus
cicatriciels.CesaltZrations vasculairgseuvent entraver la circulation sanguine et causer des
|Zsions nerveuses inZgales dans lesquelles nerfs isolZs dans diffZrentes rZgi@ont
endommagZsCes |Zsions nerveuses saihsi appelZes mononeuropathie multiplex ou

mononeuropathie multifoca(@ennett et al., 2008)

- Les troubles rZnawpeuvent induireles neuropathigZriphZriqueéKatona and Weis,

2017) La dysfonction rZnale peabnduire “la prZsence de substances toxiques dans le sang,
ce qui peut endommager les tissus nerv@eftainegpatientsayant recours ~ laialyse en
raison d'une insuffisance rZnad&\eloppe une polyneuropathidughes, 2002)

- Les carences en vitaminBset Epeuvent Zgalement stre une source de neuropathies

pZriphZriquegKatona and Wis, 2017) En effet, @s taux normaux en vitamine B (y compris
les vitamines BL, B-6 et B12) mais aussi en vitamine E et en niacine sont essentiels au bon

fonctionnement des nerfs pZriphZrig(tésghes, 2002)
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- Les maladies autonmunes dans lsquelles le systeme immunitaire attaque les

propredissus de l'organisme, peuvent entra’ner des IZsions ner(i€ases and Weis, 2017)
Le syndrome de SjSgrefe lupus et la polgrthrite rhumatoede font parttees maladies awto
immunesqui peuvent otre associZésdes neuropathie pZriphZrique En effet, brsque les
tissus entourant les nerfsZsentent une inflammationdle-ci peut se propaggusquOaux
fibres nerveuses. Avec le temps, ces maladiesiaummnes chroniques peuvesridommager
les articulations, les organes et les tissus conjonctifs, ce quigatemenles fibres nerveuses
plus vulnZrables aux blessures par compression. La neuropathiemafisine dZmyZlinisante
aigu‘, mieux connue sous le nom de syndrome de GuiBairZ, peut endommager les fibres
nerveuses motrices, sensorielles et autonorhessyndrome de GuillaiBarrZ est une
neuropathie monophasique induite par mimique molZculairplupart depatientsserZtablit
de ce syndrome auimmun, meme sides cas graves peuvetite |Ztaux La polyneuropathie
inflammatoile dZmyZlinisante chronique (PIP€st une maladie dysimmunitaire persistante
touchehabituellementds nerfs sensorieket moteuret plus raremeries nerfs autonometa
neuropathie motrice multifocale est une formeRIBC qui affecte exclusivement les nerfs

moteurs(Rodr'guez et al., 2018)

2.2.1.2 Les infections

- Les infections viralesontdes causes desuropathies pZriphZriqug&atona and Weis,

2017) Les virus qui peuverdttaquer les tissus nerveux comprenriestmembres de la famille

des virus de I'herpes, avec notamment, I'herpes varicellazoster (zona), le virus 1Bastela
cytomZgalovirus des membres de la famille des flavivirus comme le virus du Nil occidenta

et ZIKA. Ces virus peuvent endommager gravement les nerfs sensoriels, provoquaisedes

de douleurs aigu'‘s, semblables ~ des dZcharges Zlectriques. La nZvralgie postzostZrienne est de
longue durZe, en particulier la douleur intense qui survient sbapess une attaque de zona.

Le virus du Nil occidental est transmis par les moustiques et est associZ ~ une neuropathie
motrice grave. L'inflammation dZclenchZe par l'infection entra’ne parfois diverses formes de
neuropathies inflammatoires qui se dZpekent rapidement ou lentement. Le virus de
limmunodZficience humaine (VIHyui cause le SIDAest associZ " plusieurs formes de
neuropathies, selon les nerfs affectZs et le stade spZcifique de l''mmunodZficience. Une

polyneuropmthie douloureuse et rapi@ddfectant les pieds et les mains peut stre le premier
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sympt™me de l'infection ~ VIH. On estime que 30 % des personnes sZropositives dZveloppen
une neuropathie pZriphZrique et @k % dZveloppent une douleur neuropathique distale
(Morgello, 2018)

- Les infections bactZriennpsuvent Zgalement causer des neuropathies pZriphZriques

(Katona and Wai, 2017) La maladie de Lyme, la diphtZrie et la lspre sont des maladies
bactZriennes caractZrisZes par d'importants dommages aux nerfs pZriphZriques. La diphtZrie et
la lepre sont rares en Europe, mais l'incidence de la maladie de Lyme est en Gatisse.
infection transmise par les tiques peut impliquer un large Zventail de troubles neuropathiques,

y compris une polyneuropathie douloureuse "~ dZveloppement rapide, souvent quelques

semaines apres l'infection.

2.2.1.3 Les tumeurs

- Les tumeurs maligngseuven infiltrer lesnerfsou exercer depressionsur ceuxci

et ainsi induire des IZsions nerveug@wathmey, 2018)Les syndromes paranZoplasiques, un
groupe de maladies rares qui sont dZclenchZes par la rZponse du systeme immadisitziee"

d@ne tumeur cancZreuse, peuvent Zgalemensezaindirectement des IZsions nerveuses
gZnZralisZes. Enfin, les nerfs, au meme titre que le systeme sanguin et lymphatique, peuvent
servir de voie depropagation” travers IQorganisme pour le dZveloppement mZtastatique
(Gwathmey, 2018)

- Les tumeurs bZnignesi systeme nerveyxcomme lesiZvromes, sont causZes par une

surcroissance du tissu nerveux qui se dZveloppe apres une IZisidnignt une pression sur

les fibres nerveusdki et al., 2012) Les nZvromes sont souvent associZs ~ une douleur intense

" la pression déa turreur. La formation de nZvrome peut etre un ZIZment d'un Ztat douloureux
neuropathique plus rZpandu appelZ syndrome de douleur rZgionale complexe ou syndrome de
dystrophie sympathique rZflexe, qui peut stre causZ par des traumatismes. La polyrieuropath
gZnZralisZe est souvent associZe " la neurofibromatose, un trouble gZnZtique dans lequel de

multiples tumeurs bZnignes se dZveloppantsles tissus nerveuii et al., 2012)

2.2.1.4 Les toxines
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- La chimiothZrapie df radiothZrapieutilisZesdans la thZrapidescances peuvent

Zgalement causer une neuropathie pZriphZ(itaiena and Weis, 2017Dn estime que 30

40 % des personnes qui suivene chimiothZrapie dZveloppent une neuropathie pZriphZrique

et c'est I'une des raisons pour lesquelles dasents atteins d'un cancer arrstent la
chimiothZrapie plus t™t. La gravitZ de la neuropathie pZriphZrique induite par chimiothZrapie
(NPIC) varied'une personne ~ l'autre. Dans certains capdéentgpeuvent «tre en mesure de
soulager leurs sympt™mes en diminuant leur dose de chimiothZrapie ou en arretant
temporairemenle traitementEnfin, les NPIC peuvent persister longtemps apres l'arrdiade
chimiothZrapig¢Andersen and Kehlet, 2011)

- Des mZdicamentomme ceux utilisZs dans la lutte contre le cancerr, gmmbattre
des infections, comme les antirZtroviraux du Vjiduvent prZsenter une toxicitZ-¥sis du
systeme nerveux pZriphZriqBiezi et al., 2013)De plus, les anticonvulsivants et certains
mZdicaments pour le clur et la tension artZrielle peuvent couramment causer une neuropathie
pZriphZrique. Dans la plupart des,da neuropathie disparait apres arrst du traitemenpau

adaptation de la posologiPiezi et al., 2013)

- Les toxines environnementales ou industrietesnme le plomb(saturnisme) le

mercure et l'arsenic peuvent causer atteinte nerveuse pZriphZriqu2e plus, certains
insecticides et solvants sont Zgalement compuus causer des neuropathi@dartyn and
Hughes, 199).

- LOalcoolismest une cause de neuropathie pZriphZ(igamna and Weis, 2017 es
dommages aux nerfs associZs " l'attumniqued'alcool peuvent stre iZversibles meme si la
personne cesse de boire de l'alcool. Toutefiarrst de la consommati@eut procurer un
certain soulagement des sympt™mes et prZvenir d'autres dommages. L'abus chronique d'alcool
entra’ne souvent des carences nutritionnelleiypds lavitamine B12, la thiamine et le
folate) qui contribuent au dZveloppement d'une neuropathie pZriph@fpgra and Tiwari,

2012)

2.2.1.8 Les blessures physiques
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- Les blessures traumaticgi®nt partiedes IZsions nerveuses acquisssplus frZquense

(Martyn and Hughes, 1997)Les blessures w traumatismes soudains, survendmts
dOaccidents de la route, de chutes, dOactivitZs sportives ou dOinterventions chpeuyieales
provoquer une section partielle ou complete des nerfs ciesér, les comprimer ou les Ztirer,
parfois avec une force telle qu'ils se dZtachent partiellement ou complstement de la moelle
Zpiniere. Des traumatismes moins importants peuvent Zgalement causer de graves IZsions
nerveuses. Les os brisZs ou disloquisgm exercer une pression dommageable sur les nerfs
voisins. UnstressmZcaniqueZpZtitif entra’ne souvent déseuropathies de piZgeageune

forme de blessure par compression. Les dommages cumulatifs peuvent rZsulter d'activitZs
rZpZtitives, maladrtEs et/ou violentes qui nZcessitent le mouvememtOun groupe
d'articulations pendant des pZriodes prolongZes. L'irritation qui en rZsulte peut provoquer une
inflammation et un gonflement des ligaments, des tendons et des muscles, ce qui comprime les
passaes Ztroits par lesquels passent certains nerfs. La neuropathie ulnaire et le syndrome du
tunnel carpien sont des exemples de neuropsatbigranes provoquZegar des nerfs coincZs

ou comprimZs au niveau du coude ou du poiggsgectivementMenorca et al., 2013)

- Les blessures thermiqueent moins frZquentes. Ce type de blessure est rencontrZ dans

des conditions de froid extremehezdes alpinistes par exemple, ou au contraire dans le cas de
grands brzlZgKennett and Gilliatt, 1991)

LOorigine des IZsions des nerfs pZriphZriques par blessure physique (ainsi que leur
classification), la dZgZnZrescence WallZrienne qui en rZsulte et les modsles expZrimentaux
actuellement utilisZs, ont fait 1Oobjet dOune re¥tellZepubliZe dande journal Neural

Regeneration ResearcReripheral nerve regeneration and intraneural revascularization
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Abstract ! Correspondence to:
Perinh | ticularl | ble to iniuri d . ved i thologi Fabrice Billet, PhD,
eripheral nerves are particularly vulnerable to injuries and are involved in numerous pat ooglegg Qe billet@unilim. .

which spegic treatments are lacking. is review summarizes the pathophysiological features of the m é’
common traumatic nerve injury in humans and th&etfient animal models used in nerve regeneratio i

studies! e current knowledge concerning Wallerian degeneration and nerve regrowth is then descigigg.q001-7852-323x
Finally, the involvement of intraneural vascularization in these processes is addressed. As intraa_eaﬁmte Billet)
vascularization has been poorly studied, histological experiments were carried out from rat sciatic nerves

damaged by a glycerol injection. The results, taken together with the data from literature, sugge%.trlgtﬂosll
revascularization plays an important role in peripheral nerve regeneration and must therefore be stuc‘ie ’

more carefully. Received2018-08-13

Key Wordscompression; crush; transection; Sunderland®safiassiWallerian degeneration; angiogenesé?cepledmlg'og_?’l

traumatic; glycerol

Introduction of trauma cases. In this clagsition, three levels were-de

I e peripheral nervous system includes motor, sensory afi@ed: neuropraxia, in which the compression injury rapidly
autonomic neurons of spinal and cranial nerves, as well /§Pairs; axonotmesis, in which the sheath of the nerve is
roots, trunks, ganglia and plexus (Vallat et al., 2009). Fyeserved but a loss of axon continuity is observed; and neu
ripheral nerves are particularly vulnerable to injuries antptmesis, in which a complete section of the nerve occurs.
are an important source of diseases, playing a role in varid@er, Sunderland (1951)#eed SeddonOs clésation into
pathological processes. Peripheral neuropathies are hetéfye categories, based on histopathological features rather
geneous, including traumatic and non-traumatic injurieghan on the severity of injury. Furthermore, he added-elec
(such as genetic, metabolic, deficiency-related, infectiodi&diagnostic and clinical criteria linked to the capacity for
immune, and drug-induced neuropathies). Moreover, thgzgeneratioqwith or without surgical intervention. Finally,
severity of damage is variable (Martyn and Hughes, 1gg$ynderland05 classification included 5 degrees of severity
Peripheral neuropathy includes symmetric polyneuropath§Figure 1. Grade | and grade Il correspond to théfniéion
single and multiple mono-neuropathies, and radiculopathiga’oposed by Seddon (1942F., grade I: neuropraxia and
(Martyn and Hughes, 1997). Currently, the pathophysiologﬁfade 1l: axonotmesis. In grade lll, axons and endoneurium
of peripheral nerve injuries and the mechanisms involvedf® damaged but not the perineurium. In grade 1V, axons,
in spontaneous regeneration are relatively well understodgdfldoneurium and perineurium are damaged but the epineu
However, to date, there is no treatment that significant§um is preserved. Finally, grade V correspond to neuretme
improves nerve repair'@r injury and therefore, the use ofSis (Seddon, 1942)e, complete nerve transection. Later, a
preclinical models remains essential. Revascularization &sade VI was proposed by Dellon and Mackinnon (1988),
pears to be a key factor in tissue repair in many other orgaMaich corresponds to the presence dfedéent grades of in
(Ferretti et al., 2003). However, little is known about the roldry along the same nerve. In the next sections, Bereiit

of this process in peripheral nerve repair. The aim of tHfFades of nerve damage described by Sunderland (1951) will
present review is therefore to assess current knowledgeR$ndiscussed in view of more recent studies.

the mechanisms involved in the regeneration of peripheral

nerves and on the animal models available, with a focus @rade | )
the role of vascularization. Grade | most often corresponds to peripheral nerve-com

pression. This type of injury is caused by direct pressure

Pathophysiology of Traumatic Nerve Injuries on a nerve trunk or root compression (Sunderland, 1951).
The most common peripheral neuropathies are traumatf{OrEOVer, Nerve compressive injuries most commosigca .
nerve injuries. In the 1940s, Seddon (1942) published-a cfA&TVes that cross over bony surfaces or pass between rigid
s#cation of nerve damage severity based on his observatiSH&ctures. Nerve compression syndrome, also named com
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pression neuropathy, can be cited in a number of disordepgars to mimic many features of neuropathic disorders that
for example, cubital tunnel syndrome (ulnar nerve) (Lauretticcur in humansl e injury is caused, in rodents, by a loose
et al., 2017), carpal tunnel syndrome (median nerve) (Wahbgation of the sciatic nerve termed chronic constriction in
et al., 2017), meralgia paraesthetica (lateral cutaneous nejug) (CCI).! e animals display a block of nerve conduction
(Khalil et al., 2012), and the tarsal tunnel syndrome (tibialith a moderate axonal loss, altered spontaneous behavior
nerve) (Doneddu et al., 2017). Similar lesions are found associated with neuropathic pain and allodynia to thermal
sciatica syndrome, which is mostly due to compression afid mechanical stimuli.
the sciatic nerve by a herniated disc (Markman et al., 2018).
Compression neuropathies may also occur in patients wi@rades I, lll and IV
hold a single position for an extended peribdese injuries Grades I, Il and IV are more severe than grade I. As men
include the OSaturday night palsyO, in which the upper aiomed above, the tierent grades described in SunderlandOs
of a patient is injured, usually as a result of sleeping with tblass$cation depend on the severity of the lesion, with loss
a'ected arm over the back of a chair. A similar problem carfi axon continuity and demyelination (grade II), with dam
be recognized during the postoperative setting when a linalge of the endoneurium (grade IIl) and the perineurium
is held in the same position for a prolonged time (Burnefgrade IV) (Sunderland, 1951). Grade I, Il and IV types
and Zager, 2004). It is known that mechanical compressiofiinjuries include dierent causes of lesion®, crush and
may lead to secondary ischemic injury. When the intra-epstretch. In the following section, we will discuss the mecha
neural pressure exceeds intra-arterial pressure, nerve isnlsms involved in crush and stretch damage and the animal
emia results in axon-loss lesions of variable sevérigse models that mimic these two types of lesions.
two pathological mechanisms, mechanical compression andNerve crush injury is caused by a sudden $aarit force
ischemia, are believed to be involved in grade | injury. Gradpplied to the nerve, for instance with a blunt objecese
I injury is accompanied by morphological alteration of théesions can also be induced by a surgical clamp during
myelin sheath or segmental demyelination. Electrophysisurgery, by blows resulting from an assault, or by a vehicle
logical examination may reveal demyelinating conductioimpact or accident (Martyn and Hughes, 1997). There are
blocks and sometimes axonal loss. Grade | is clinically d#fferent severities of crush injury, but axon loss is-con
sociated with a, most often transient, deficiency of motaistently observed. Functional recovery in humans is very
function, sometimes leading to neuropathic pain. Generallgeterogeneous and may require microsurgery. However,
there is not total loss of both motor and sensory function&jnctional recovery is generally complete, thougerore
because complete nerve continuity is maintained (Burnedtiiring considerable time. Pathophysiologically, nerve crush
and Zager, 2004). produces an interruption of the continuity of axons leading
Different models have been used to study degeneratite/Wallerian degeneration. However, there is no interrup
regenerative mechanisms involveteagrade | and to eval tion of the nerve connective tissue scaffold and, for that
uate potential therapies. reason, regrowth of the nerbers is easier and thus allows
The oldest compression-induced neuropathy modfor better functional recovery (Geuna et al., 2009). However,
el used was direct pressure applied to the sciatic nefeemation of a traumatic neuroma is frequently observed at
of cats, brought about by use of a bag or by a tournigupjury sites, which can limit or even prevent nerve regrowth.
(Denny-Brown and Brenner, 1944a, b). Later this compres ! e nerve crush model is commonly used by researchers
sion-induced neuropathy model was also applied to baboostidying peripheral nerve regeneration. Generally, experi
(Fowler et al., 1972; Ochoa et al., 1972). In this compressinents are performed on the sciatic nerves of rodents using
model, there is a demyelination of the ne$bers that then serrated or non-serrated surgical forceps to inflict the in
leads to a block of peripheral nerve conduction with a-mogury. However, various other methods have been described
erate axonal loss. More recently, chemical models have bémnproducing the crush injuryl. ere is therefore a strong
developed to mimic focal demyelination. For instance, fteterogeneity in studies, mainly due to the use 'oéréint
has been shown that an intraneural injection of phenol intsurgical instruments (Chen et al., 1993; Kingery et al., 1994;
rabbit sciatic nerve induces conduction blocks (Sung et &@avastano et al., 2014). Beer et al. (2001) described the use
2001). Perineural injection of lysophosphatidylcholine (LPG)f a non-serrated clamp aimed at standardizing the pressure
was also demonstrated to cause focal demyelination+in exerted to the nervé. is device has provided good repro
dent nerves (Hall and Gregson, 1971). Cold injury modetsicibility in di* erent rodent species (Beer et al., 2001;-Vare
have also been reported in which non-freezing cold injurig® et al., 2004a, b). In animal models, it is usually accepted
caused local failure of nerve conduction at the site of coolitftat inter-individual variability in tissue regeneration and
(Kennett and Gilliatt, 1991). However, neuropathy model$ynctional recovery is limited. is feature makes the sciatic
induced by chemical products or cold injury, argédilt to  nerve crush injury model particularly suitable for the study
compare with mechanically-induced neuropathy since thef the biology of peripheral nerve regeneration as well as for
mechanisms involved are certainly different. Bennett artle development of treatment strategies to improve it. How
Xie (1988) developed an animal nerve injury model that apver, spontaneous axon regeneration, observed in laboratory
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animals after crushing the nerve, does not often occur &lly the sural nerve (Berger and Millesi, 1978). Another solu
humans due to frequent extenshgrosis that is observed attion, in the case of tissue loss, is the implantation of tubular
the lesion site'. erefore, in many severe cases, crush lesiomsonstruction using either biological materials (biological
in humans require surgery to remove the damaged tissnerve guides, various autologous tissues, bio-functional
and replace it with a conduit (Tos et al., 2012). A chemidakd bio-materials) and/or synthetic materials (silicon, poly
model has also been developed to mimic grades Il and Bicaprolactone, chitosanE) (Tos et al., 2012; Haastert-Talini
For example, chemical neuropathy using an intraneurat al., 2013; Reid et al., 2013; Johansson and Dahlin, 2014;
injection of glycerol into the sciatic nerve of rats showed3t38el et al., 2018).
complete destruction of nervéders and the myelin sheath In laboratory animals, axonal regeneration occurs spon
but maintenance of the connective #ald, including ped  taneously after complete nerve transection (after suture).
neurium and epineurium (Vallat et al., 1988). This modeHence, in order to mimic nerve repair in humans, research
which was used in the present study to evaluate vasculariges turned to the proximal nerve stump, suturing it to a
tion during nerve regeneration, will be described in greateeighboring stump. In the case of the sciatic nerve, complete
detail below. transection that is not followed by surgical repair induces
Peripheral nerves are also vulnerable to excessive strethb.loss of motor function in the ipsilateral paw. Further
As the stretching force increases, the elastic properties of there, sciatic nerve transection also induces loss of sensory
nerve are surpassed, and myelin sheaths, axons, and smetion of the paw, explaining the self-mutilation frequent
of the connective tissue may rupture. Experimental nerWe observed in the early post-operative stages. The experi
stretch studies have shown that an elongation by 8%, of thental transection model is a very useful approach to study
rat sciatic nerve, increases intraneural pressure and redudeservation of distal nerve trunks and the consequences
the blood flow by half without reducing nerve conductioron target skeletal muscles, as well as for studying strategies
velocity (Driscoll et al., 2002). An example of stretch injup prevent muscle atrophy (Karsidag et al., 2012; Moimas
in humans is neonatal Erb-Duchenne palsy, a paralysisaifal., 2013; Blom et al., 2014; Gordon and Borschel, 2017).
the arm that most commonly arises from shoulder avulsioBince alterations in both the distal nerve segment and target
of the brachial plexus during a complicated & clilt birth  muscle occur very early (1 weeS@ainjury, the transection
(Teixeira et al., 2015). In humans, another stretch injumpodel can be used to study both early and late events (3 to 6
may be produced by a heavy object falling onto a person@sths). In addition, sciatic nerve transection can be used
shoulder; this results in avulsion of the brachial plexusy study direct suture repair (end-to-end neurorrhaphy)
and pulling out of the spinal cord rootlets. These avulsigi@Geuna et al., 2009). If no tissue loss occurs, sciatic nerve
injuries are most often due to vehicle accidents. Avulsidransection can be used in rodent models to study tissue
is associated with particularly severe and long-lasting negiues (FZlix et al., 2013) and strategies for reducing pest-sur
ropathic pain. In accordance with this feature, experimentgical scar tissue formation (Que et al., 2013). However, even
models of brachial plexus avulsion show bilateral meehaiifi spontaneous regeneration occurs, a nervéogray still be
cal and cold allodynia, that last sigrantly longer than that necessary to avoid tension or stretch in the nerve, a-condi
observed in chronic constriction injury (grade | model) andion which might limit regeneration and functional recovery
crush models (Rodrigues-Filho et al., 2003). (as mentioned above) (Battiston et al., 2009; Siemionow and
Brzezicki, 2009).
Grade V
Grade V, according to SunderlandOs classification, is Merve Degeneration and Regeneration
most severe nerve injury. In this type of injury, there is\§allerian degeneration
total loss of nerve trunk continuity (Sunderland, 1981f  Traumatic peripheral neuropathies are usually characterized
most frequent etiology is transection or laceration of periptpy section of the axon which is then disconnected from its
eral nerves. Transection injuries are caused by a cutting @@ll body. Axonal injury produces a complete loss of nerve
ject (for example, knife wounds, broken glass, metal sharggnduction velocity, which in turn induces muscle weakness
chainsaw blades, wood splinters, and animal bites) (Martgid loss of sensation, but also leads to neuropathic pain and
and Hughes, 1997). Another example is the inadverteagaptive responses (Stoll and MYller, 1999). In addition,
transection of spinal nerve branches during a surgical-intafervous tissue damage can be deleterious for patients be
vention. While partial recovery may occur, full spontaneousause recovery is not always complete, with the formation of
recovery is impossible. In general, as in the skin and othgfar-like tissue impairing optimal limb functionality. If the
tissues, the sharper the object that cuts, the neater the injijiry is large or close to the cell body, it can induce neuro
and the better is recovery. Furthermore, the likelihood ¢fal death. However, if the nerve section or the crush injury
satisfactory functional recovery is greater when the distangedistant from the neuron cell body, netteers can regen
between proximal and distal nerve stumps is shorter. bBtate" e degeneration of the distal nerve ending is known
humans, a nerve defect requires the implantation of ar autgs Wallerian degeneratiofigure 2. Wallerian degenera
grabbusing, for example, a segment of a sensory nerve, Ugén is a unique and structured form of axon degeneration
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Figure 1 SunderlandOs cldssation of nerve injuries.

Grade I: Temporary interruption of myelin sheath without loss of axo
nal continuity. Grade |l: Loss of continuity of the axon and its myelin
sheath, the various connective tissues of the nerve (endoneurium, epi
neurium and perineurium) are preserved). Grade Ill, IV and V: Partial
(11, 1V) or total (V) section of the nerve. A distinction is made between
grade Il (in which the axon and the endoneurium are damaged but not
the perineurium), grade IV (in which the axon, the endoneurium and
the perineurium are damaged but the epineurium is preserved) and
grade V (in which the nerve is transected) (Adapted from Menorca et
al., 2013).

(Stoll et al., 1989). In the first stages of Wallerian deg Fgﬂlj;erigiﬂ:’;gﬁf representation of Wallerian degeneration and

eration, axonal and myelin debris are produced. Residestthe time of nerve injury (D0), surrounding cells (Schwann cells and
macrophages in the nerve tissue theredéntiate into acti eﬂd?em'a':b?&a%t%) ar%r;)medlatelé/ damaged and %lle zy aPOPrtIO

B . . At two days$er injury , axons degenerate, notably due to the
vated-macrophages Wh_mh can phagocytose cellular dEbﬂélon of C& and N4 release. Concomitantly, neuropeptides released
Moreover, the surrounding Schwann cells (SCs) are a Soupg&amaged axons, such as substance P (SP) and calcitonin gene-relat
of monocyte chemoattractant protein-1 which leads to thed peptide (CGRP), induce the swelling of intraneural blood vessels.

B : . his vasodilatation, coupled with the release of monocyte chemoat
recruitment of circulating monocytes (Toews et al., 1998t-5élctant protein-1 (MCP-1) by Schwann cells, stimulates recruitment

In axons, activation of mRNA translation is observed in the migrating and resident macrophagésese macrophages phagocy
proximal stumps!' is increased translation stimulates thgose axonal and myelin debris and release vascular endothelial growth

: i i . factor (VEGF)-A, leading to the formation of neovessels (D7). At the
formation of the protein complex, importin-phosphorylat same time, intact Schwann cells secrete nerve growth factor (NGF),

ed extracellular regulated protein kinase 1/2 vimeritifis  ijiary neurotrophic factor (CNTF), brain-derived neurotrophic factor
complex is transported by the motor protein dynein in #&DNF) and glia-derived neurotrophic factor (GDNF) which stimulate

retrograde direction to the cell body and this signal informi§e formation of new Schwann cells. Oxygen and nutrients supplied by
ovessels are required for the formation of Obands of BYngnerO that

. e
the neuron of the axohal dan’_]ag? (Yudin et al., 2008). TPFI@n form a physical guide for axonal regrowth (D14p release of
neuron then reacts by increasing its volume and by breakiadenosine triphosphate (ATP) and acetylcholine (Ach) by axons allows

up aggregates of rough endoplasmic reticulum (Nisst potheir self-stimulation (DlﬂZl). Two months $er injury, the general
. . . . . ... . appearance of the nerve is almost normal, although some #ieeve
ies), which promotes protein synthesis. In addition, withiQg have a thin sheath of myelin (D60). MAC-2: Galectin-3.

the #rst hours &er injury, analysis of spinal cord tissue has

shown that messenger RNAs for antioxidant proteins (Nrf2,

glutathione reductase and heme oxygenase 1) are increasedcell body. Only a few hours after the nerve injury, the
after, in this case, sciatic nerve crush (Renno et al., 204fpwing axonal extremity extenébpodia. At#rst, these are

" e ending of the cut axon rapidly closes and swells becarsedomly oriented but ther&er, they gain unidirectional

of the accumulation of substances that arrive from the neity, once the expression of myosin and actin are upregulated
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Figure 3! e vascularization of peripheral nerves.

Microcirculation of peripheral nerves derives from external vascular
system from which emerge radicular branch vessels supplying the
internal vascular system. Internal vascular system consists of longitu
dinally oriented peri-fascicular vessels that pass through epineurium
(extraneural vascular system), reach the perineurium and ultimately
join the endoneurium (intraneural vascular system). (Adapted from
Mizisin and Weerasuriya, 2011).

within the neuron cell body (Marx, 1995). Concomitantly,
regeneration and reorganization of blood vessels accompany
the growth of axons. This specific and important aspect of
the response to damage will be further discussed below.

From two days after injury (D2), circulating monocytes
di! erentiate into activated-macrophages and contribute to
the removal of axonal and myelin debris, a process persist
ing at least for 2 weeks (Taskinen and R&yttS, 1997; Stoll
and MYller, 1999). In addition, phagocytosis is dependent
on the galactoside-binding protein of macrophages galec
tin-3, which supports the elimination of myelin debris by
SCs themselves (Reichert et al., 1994; Rotshenker, 2009). In
early stages, damaged SCs are involved in protein expression
changes at the site of injuty.e loss of contact between SC]s__ ure 4 Electron microscony i - ’

. . . py images of rat sciatic nerVeea

and damaged axons induces retraction of the myelin she@fﬁcerm injection.
and leads to the formation of ovoid structurésese ovoid Analyses of sciatic nerve at 2, 7, 14, 21 and 60#@ymjary (D2, D7,

structures appear two days after a lesion and persist forPa¢: D21 and D60), were carried out using electron microscopic images
| t 28 ks (Stoll et al.. 1989 R Ids et al.. 1994 of ultrathin transverse sciatic nerve sections.%Brieerve samples were
eas weeks (Stoll et al., » Reynolds et al., )cémscted anéxed in 2.5% glutaraldehyde and p#sed in 1% osmium

parallel with the loss of axonal contact, SCs progressivedyoxide solution. Samples were then embedded in epoxy resin (Eu
acquire a non-myelinating phenotype and become prelifefomedex, Souffelweyersheim, France). Ultrathin sectioral(80nm

. . - hickness) were collected on 200 mesh copper grids and stained with
ative. Marked down-regulation of the expression of seve'{ﬁ‘;nyl acetate and lead citrate. Sections were then examined using a

proteins, including peripheral myelin protein 22 (PMP22)JEM-1011 transmission electron microscope at 80 keV (JEOL, Croissy-
myelin protein zero (MPZ or P0), connexin-32 and transur-Seine, France). Two dayerglycerol injection, degenerating my

" 2 . elinated$bers are observed and pre-existing blood vessels are ruptured.
scription factor Krox-20 has been reported (Topilko et al., ere are red blood cells and platelets outside the vessels (D2 right im

1994; Parkinson et al., 2008). age). However, neo-capillaries are already observed indicating the onset
of neo-angiogenesis (D2 left image). One and two weeks after injury,

Nerve regeneration observatiorjs_ show the presence of macrqphag_es._ One, two and three

A ) . ) weeks #er injury, observations show a proliferation in the basal mem

Successful peripheral nerve regeneratigeranjury relies on  prane of pre-existing vessels and new vessel growth. In addition, we can

both injured axons and non-neuronal cells, including SCsote the presence of arterioles surrounded by several neo-capillaries,

endoneurial fibroblasts and macrophages. Together, thefg Presence of macrophages and axonal regrowth (D14 and D21). One
. . . R onth &ter injury, blood vessels with normal and myelinated axons are

produce a supportive microenvironment allowing Smeessrg])served (D60). The white star shows degenerating myelinated fibers
regrowth of the proximal nernéber ending Figure 2. (ovoids)." e white and black triangles show blood vessels and neo-ves

Apart from their roles in phagocytosis of debris, macsels respectively. Double black arrows show proliferation of the basal
p phagocy membrane; R: red blood cells;:Rexternal red blood cells; P: platelets;

rOPha_ges also secrete interleukin (IL)-1 which indu?%r: pericyte; L: blood vessel lumen; M: macrophages; E: endothelial
secretion of nerve growth factor (NGF) by SCs, promotinglls; MA: myelinated axons;: Aaxonal regrowth. Scale bargni.
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autocrine-stimulated growth and proliferation of SCs (Ron(e.g, semaphorins, ephrins, netrins...) increase cell survival,
chi et al., 2009). SCs have a peak in mitotic activitfat 3and also promote the secretion of regenerating factogs (
days after injury. This event is instrumental in promotingiliary neurotrophic factor [CNTF], BDNF, GDNF, and
axonal regeneration. Indeed, macrophages are also invoN¢@F) in neurons and in SCs. Furthermore, SCs produce
in the production of factors that are mitogenic for SCs amkeurite-promoting proteins such #bronectin and laminin,
fibroblasts, such as transforming growth factor (TGF)-which are incorporated into the extracellular matrix (ECM).
and insulin-like growth factor (IGF) (Baichwal et al., 198&rowth cones utilize these proteins for adhesion to the basal
Zochodne, 2000). Finally, macrophages, in damaged nentamina (a layer of ECM secreted by SCs, on which the SCs
help to rescue valuable cholesterol and especially, prodsig of the endoneurium (Lunn et al., 1990).
apolipoprotein E, enabling future myelin reconstruction Recently, it has been shown that crush injury of the sciatic
(Weinberg and Spencer, 1978; Baichwal et al., 1988; Rurve produces generalized oxidative stress with atsagrti
shenker, 2003). increase in isoprostanes found in the urine and a decrease
In neurons, the production of proteins associated withn the total antioxidant capacity of the blood from D7 until
growth including brain-derived neurotrophic factor D14 &er injury (Renno et al., 2017).
(BDNF), glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), " ree to four weeks$ar injury, maturation needs to oc
growth-associated protein (GAP)-43 and c-jun, and of newcur before the functional connection is complétee mat
ropeptides such as calcitonin gene-related peptide (CGRB)ation process includes remyelination, axon enlargement,
vasoactive intestinal peptide (VIP), substance P ard sand finally, functional re-innervation. SC proliferation is
matostatin is increased (Zochodne, 2000). Conversethen arrested and the production of C-jun promote¥edi
neurofilament synthesis and release of neurotransmitteestiation; furthermore, the secretion of neurotrophic factors
(acetylcholine) are repressed (Fu and Gordon, 1991, such as NGF and CNTF occurs (Elfar et al., 2008)out
from D3 to D7 post-injury, a growth cone is formed at thgrowing axonal endings produce neuregulin-1 (NRG1) type
ending of the proximal axonal stump. It has been found th#it and I, ATP and acetylcholine, which thus promote the
calcium plays a major role at the proximal stump in promotchange in the SC phenotype from a non-myelinating- phe
ing growth cone formation (Geraldo and Gordon-Weeksjotype to a myelinating phenotype (Birchmeier and Nave,
2009). Neurotrophins play a central role in attraction an8008; Vrbova et al., 2009). In rodents, at five weeks after
repulsion of the filipodia. For example, semaphorins;- eplinjury, the general nerve morphology observed using light
rins, and netrins are involved in the guidance of regrowinmicroscopy appears normal. However, using electron mi
axons. In contrast, molecules, such as collapsin 1, whiatoscopy, a depletion of ner#ber number (both myelinat
promotes growth cone collapse, inhibit the guidance -of red and unmyelinated) and the development of small clusters
growing axons (Goodman, 1996; Tuttle and OOLeary, 1988}hree or four regenerating axons called Oclusters of regen
" e development of the growth cone may also be inhibitedationO are observed. In addition, macrophage invasion in
by scar tissue (mainly composed of collagen) and thus, yelin sheaths has been observed (Vallat et al., 1988). At the
counteract this, axonal growth cones release proteases aralecular level, a proteomic study has shown#katweeks
plasminogen activators favoring the degradation of this scaer crush injury in rats, the expression of proteins involved
tissue (Geraldo and Gordon-Weeks, 2009gse proteases in signaling and metabolism in nerves (aldehyde reductase
and plasminogen activators also help to clear any cell-cgllannexin V, alpha-crystallin B, dimethyl argininase 1, sialic
or cell-matrix interactions from non-neuronal cells that arecid synthase, periaxin, ubiquitin C-terminal hydrolase...)
hindering progression of the growth cones (Geraldo anare decreased (JimZnez et al., 2005). In contrast, the-expres
Gordon-Weeks, 2009). SCs are the main source of neusion of proteins involved in lipid metabolism (apolipoprotein
trophic factors which interact with tyrosine kinase receptor®, apolipoprotein E, cathepsin B...) and of those involved in
to modify the neuronal gene expression#leoin order to cellular processes of maturation and degradation enabling
promote axonal growth. NGF is responsible for promotinfuture myelin reconstruction (galectin 3, tropomyosin 4-al
axonal growth and SC proliferation (Lunn et al., 1990). Atha, tropomyosin 3-gamma...) are up-regulated (JimZnez
this stage, the SC nuclei become more rounded and thetral., 2005). These proteomic data indicate that axonal
content in heterochromatin is reduced (lde, 1996). SCs aregrowth is complete and that the maturation phasg,re
endoneuriakbroblasts migrate and proliferate at the lesiomyelination of#bers, is beginning.
site to form the neuroma, a tissue bridge that attempts toFinally, five weeks after sciatic nerve injury in rats, an
restore the junction between the proximal and the distaticrease in reactive oxygen species (ROS) and lipoperoxida
segments. In the distal segment, four days after cuttingtan has been reported. In nerves, the increase in ROS has
the sciatic nerve in the rat, proliferating SCs are aligned lieen attributed to an increase in myeloperoxidase, a pro-ox
columns forming Obands of BYngnerO that are involveddant enzyme secreted particularly by macrophages (Caillaud
endoneurial regeneration (Burnett and Zager, 2004). Banesal., 2018).
of BYngner are linear bands of interdigitating SCs that formThree months after injury, nerve fibers appear almost
a physical guide for axonal regrowth. Neurotrophic factonsormal. However, the endoneurium is still found to be di
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vided into many micro-compartments by a profusion oftructures are essential for the formation of this BNB: the
! broblasts that gradually 'térentiate into perineurial cells. perineurium and endoneurium (Mizisin and Weerasuriya,
Normal perineurium also regenerates within this tidieis 2011). The perineurium has mainly mechanical functions,
micro-compartmentalization slowly develops from the pewhereas the endoneurium controls exchange between both
riphery. A$er several months, small newly formed fasciclesdes# e perineurium wraps around the fascicle in several
at the periphery of the original sciatic fascicles are obsentathellar layers in which each layer involves do®blastic
(Vallat et al., 1988). cell (and overall there are roughly seven to eight concentric
layers). Every layer is covered by a basal lamina, on which
Revascularization During Peripheral Nerve myofibroblasts sit, and this organization accounts, in the
Regeneration main, for the §tretf:h compliance properties. of Fhe nerve.
It is well-accepted that angiogenesis and reinnervatioy1e endoneurium is compo_sed of endonegnal fibroblasts,
arborization and growth are processes that are intimat fial cells and a dense matrix of collagen tissue around the

connected. For example, Ferretti et al. (2003) have sho elin sheath of each myelinated nerkier (Mizisin and

in a model of transplanted human skin equivalents, that Va\éleerasurlya, 2011¥: e endoneurium also contains erdo

oy i D
cularization precedes the process of innervation, indicatiffuria! 7did. S|m|IarRto thle perebfrosp(;n%ﬂ of Itrflle _t;e?]tral
that the development of nervous tissue is driven by nutﬁerv'oqs sygtem. degu atlgnr:) I'er olrreurflah LIIII\IV omeo
tional and trophic factors that are provided by the vascuIQF":’IS'S Is maintained by endothelial cells of the system.

system. While some authors evidenced that an adequ the molecular level, the endothelial cells are maintained
intraneural vascularization is found concurrently with th y Ojunctional intercellular complexesQ composed notably

regeneration of nerve (Merolli et al., 2009; Goedee et claudin, occludin, cadheriefc # e exchanges between

2013), little is known about the spexiole of revasculariza lood and Et:ndoneutnunl are carneg ou: lzy farners ISUCT
tion in nerve regeneratio# us, the purpose of this review @S QUCOSE transporter-1, monocarboxylateé transporter-4,

is to revive interest for studying intraneural vascularizatioﬁreatlne transporter, Naindependent L-type amino acid
aser nerve damage. transporter 1gtc (Ubogu, 2013} e last component is the

During embryogenesis, blood vessels and nerves trawe"n sheath which has both nutritive and protective func

together to respectively innervate and supply almost evé??/ns for axons (Reinhold and Rittner, 2017).

tissue in the body. Recent genetic insights have shown thﬁe(‘i_ently, sevefral studies Za\éf pf()jlnted tol th_e I'Ek bit_ween
they often use common genetic pathways to differentia e alignment of nerves and blood vessels in the skin, as

grow and navigate towards their organ targets (Brunet g/{sll as their reciprocal maturation (James and Mukouyama,

al., 2014). As an example, netrin-1 has been idehtis an 2011). However, whereas most of these studies focused on

essential factor required for axon growth (Madison et ame |mp;ct Or: the lnervo.us S{f‘t:m OE trlm:\el\\//ascular r;etW(I)rk,
2000). In addition, it has been demonstrated that netrin-1 ‘g"é st_ud 1es aV(T |nvest|gahtef ow t 'eh Isystem deve ops
produced by arterial smooth muscle cells and plays a pro-di{ aids alxg;'; I;eg:(owt a tlerl%%rér.) ézradnerve Ian;g?g
giogenic role (Castets and Mehlen, 2010). Furthermor. ,m@_lfe”’ N I?n ert ?t a.’h ; Goedee et al., g )-
arterial vessel innervation requires the interaction betwegrb('js 15 alpnnfupa_ 'rslsuel since t el permgnenlt o>|(ygenat|on
hetrin-1 and its receptors that are expressed on sympathéilid SUPPly of peripheral nerves play a pivotal role in nerve
growth cones (Brunet et al., 201#)e vascular and nervous ; evelopment, homeostasis and regeperatlon. Fpr example,
systems thus continuously share molecular tasks in order'E(;-'a,S bee_n demonstrated that thgre is a close I'nk between
function harmoniously. Indeed, recent studies show that, REPtidergic perivascular unmyelinated nerve fibers and
well as influencing vascular tone, sympathetic nerves m od vessgls (Z'ochqdng, 2000),‘ Indeed, these fibers not
also play a role in arterial maturation and growth (Eichman '¥ trans_mlt noucept_we information, but they also release
and Brunet, 2014). In addition, it has been demonstratddelr Peptides locally in the case of nerve injury. One such
that the repulsive axon guidance molecules, semaphorin-d%e,p“_de’ substance P (SP), acts asa I(,)Cﬁl vasodllator', and
neuropilin-1, and plexin-Al, are required for formation mal'_so induces mast cell degranglatlon with relgase of-hista
the lymphatic vasculature (BouvrZe et al., 2012). mine, serotonin, and proteolytic enzymes which promote

Vascularization of peripheral nerves is divided into tw8N9I0gENesIS (Qin et al., 2013). CGRP s a more potent
longitudinal systemsRigure 3. The first one is the ex vasodilator than SP and appears to be correlated with an

traneural vascular system which is peri-fascicular, connectd@9enesis (Zochodne, 2000). Vasodilation is essential in the

to the external vascular system by supplying branches (@cru!tment of macrgphages following nerve da”?age’ thus
inhold and Rittner, 2017} e second one is the intraneural"leIOWIng phagocytosw of axonal and m_yel!n debris (Stoll et
vascular (INV) system, which is intra-fascicular and conf"l"_lgsg)# e penpheral nerve vasculanzat_mn therefore has
posed of arterioles, venules and capillaries (Reinhold aﬁﬂ important place in penphe_ral neuropathies, even more so
Rittner, 2017)# e vascular component and the nerve tissuB the context of the sensmwt)_/ of blood vess_els to mechgn
are separated by a blood-nerve barrier (BNB). In nerves, HG | stress, such as compression and stretching. In addition,

Impaired vascularization has also been frequently described
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in peripheral neuropathies of both toxic and diabetic origiteresting research approach. In addition, recent studies have
(Windebank and Grisold, 2008; OOBrien et al., 2014). emphasized the beneficial effects of vascular endothelial

Currently, there is only fragmentary data on the roles gfrowth factor (VEGF) on neuron survival and SC prolifer
vascularization in nerve regrowth. To better evaluate theaBon. VEGF is a potent angiogenic factor that is required
roles, we have analyzed vascular regrowth on periphedalring tissue repair (Pereira Lopes et al., 2011). A study in
nerve sections damaged by a glycerol injection (Vallat wdstigating the®ects of VEGF on sciatic nerve regeneration
al., 1988). Analyses of sciatic nerves at D2, D7, D14, Dignonstrated a positive relationship between increased vas
and D60 after injury were carried out using electron micularization and enhanced nerve regeneration (Hillenbrand
croscopy images of ultrathin sectiofdgure 4. Results of et al., 2015). Another study showed that VEGF-A, secreted
observations at D2 show that pre-existing blood vessels hyemacrophages, can support and enhance the growth of re
ruptured. Erythrocytes and platelets can be observed ogenerating nervébers, probably through a combination of
side the vessels. However, neo-capillaries are already paggiogenic, neurotrophic and neuroprotectieets (Cattin
ent, indicating the onset of neo-angiogenesis at two dagsal., 2015).
Neo-angiogenesis is a multistep process of critical impor
tance both in development as well as in physiological a@onclusion
pathophysiological processes in adults. It involves endotheinally, based on the results currently available in the liter
lial cells, sprouting from the parent vessel, followed by thejfure, we can propose the following hypothesis on the role
migration, proliferation and alignment to form a tube withof vascularization in nerve regeneration. After peripheral
anastomoses to other vessels (Nakatsu et al., 2003). Athfg#/e damage, the size of blood vessels of the INV system
al er the injection of glycerol, a profusiondfroblasts with  increases due to th§ects of neuropeptides such as SP and
thin filopodia, associated with an abnormal abundance efGRP. vasodilatation, associated with the release of-mono
collagen”bers, is observed. ese" broblasts are known to cyte chemoattractant protein-1 by SCs, allows macrophage
gradually dberentiate into perineural cells, which are eharrecruitment. Migrating and resident macrophages then
acterized by the presence of numerous pinocytotic vesiciRrete VEGF. This growth factor then stimulates neo-an
and a discontinuous basal membrane. Indeed, an increasgifgenesis which supplies the oxygen and nutrients required
perineural cells is associated with proliferation of the basg} the formation of Obands of BYngner® by SCs. However,
membrane which is observed, in our study, at D14 and D2ke molecular interactions between SCs, macrophages and
In addition, we can note the presence of arterioles surroungndothelial cells of neo-vessels still remain to be elucidat
ed by several neo-capillariésese observations are in favored. In conclusion, this review highlights the importance of
of a sigril cant level of angiogenesis and thus, of a regenefayascularization in nerve regeneration. It therefore seems
tion of the INV system. At D60, blood vessels with a normahpropriate to intensify research in this area to provide a
appearance are observed, thus indicating a complete-reggatter understanding of revascularizatidreanerve injury
eration of the INV system. and additionally to discover new therapeutic avenues.

# ese data are consistent with previous studies on vascular
regrowth in animal models of sciatic nerve crush injury anluthor contributions: MC, JMV, AD and FB wrote and critically re
transection (Podhajsky and Myers, 1993, 1994).vascular vised thu_e review. LR gnd_JMV were particularly involved i_n the in vivo
response to crush and transection injury is composed of d_y using glycerol injection. LR performed the electron microscopy. MC

i al signed and prepared Figures 1 and 2, MC and JMV prepared Figure 3.

phases# e early phase comprises thst week Ber inju- gl authors approved th@al submitted version.
ry and is characterized by an increase in blood vessel stz@! icts of interest:None declared.

; i Financial support:Martial CAILLAUD was supported by a doctoral
with the blood vessel number remaining unchangeen, fellowship from the OConseil RZgional du LimousinO.

during the second phase, from 1 to 6 weéle @jury, an  copyright license agreementrhe Copyright License Agreement has
increase in the number of vessels is obsetiv&d.rst phase been signed by all authors before publication.

of the vascular response is related to the recruitment @Pgiaris_m checkChecked twice by enticate.
. eer reviewExternally peer reviewed.
macrophages and the clearance of degenerating axons apgh access statemerit; is is an open access journal, and articles are

myelin sheath debris produced by Wallerian degeneratiodistributed under the terms of the Creative Commons Attribution-Non

while the second phase is associated with nerve regeneraﬁeﬁmgrcial-ShareAlike 4.0 License, which allows others to remix, tweak,
di ised of cellul liferati el i and build upon the work non-commercially, as long as appropriate credit
and Is comprised or cellular proliteration, axonal elongatiog given and the new creations are licensed under the identical terms.

and myelination (Podhajsky and Myers, 1993, 1994).

Recently published results _suggest that SCs_ and mag@eferences
phages are key compqnents in the homeostas!s of the INMgren KG (1975) Revascularization of free pheripheral nervegra
system. However, the link between vascular guidance of thén experimental study in the rabbit. Acta Orthop Scand Suppl
INV system and SCH ar injury is unclear# us, improv 154:1-104. . .
. K . Baichwal RR, Bighee JW, DeVries GH (1988) Macrophage-mediated
Ing our underStar_]dmg of the functions of the_IN\( system, myelin-related mitogenic factor for cultured Schwann cells. Proc
notably by studying the molecular characterization of the Natl Acad Sci U S A 85:1701-1705.
BNB that maintains nerve integrity, would seem to be an ifattiston B, Raimondo S, Tos P, Gaidano V, Audisio C, Scevola A, Per
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2.2.2 Les neuopathies pZriphZriques dOorigine gZnZtique

2.2.2.1 Les mutations gZnZtiques

Les mutations gZnZtiques peuvent otre hZrZditaires ou suteemivo ce qui signifie
qu'il s'agit de mutations completement nouvell@sipun individu et qu'elles ol pasZtZ
transmises par l'un des parents. Certaines mutations gZnZtiques menent ~ des neuropathies
bZnignes dont les sympt™mes commencent au dZbut de I'%ge adulte et entra’nent peu ou pas
dZficiencg(Katona and Weis, 2017)es progres demZthodes dOanalyses gZnZtaueours
des dernieres dZcennies ont conduit ~ des progres significatifs dans la capacitZ d'identifier les

causes gZnZtiques qui seesdentertainesieurgathies pZriphZriquéRamchandren, 2017)

2.2.2.2 Les neuropathies hZrZditaires

Les neuropathies motrices et sensorielles hZrZditaoes les plus frZquess et
comprennent la neuropathie hZrZditaire avec hypersensibilitZ ~ la pression (HNPP), la
neuropathie de Dejerin®ottas (DSN), la neuropathie hypomyZlinisante congZnitale (CHN) et
les maladies de Charebtarie-Tooth (CMT) de types 1 et@Varner et al., 1999)

Les maladies de Charebtarie-Tooth (CMT) sontles formes les plus courantes de
neuropathies pZriphZriqueZrZditaires motrices et sensitives DOun point de vue
ZpidZmiologique, la prZvalence globale des CMT est habituellement de ($R5601974)
Cependant, plusieurs Ztudes ZpidZmiologiques plus rZcentes ont fait Ztat de prZvalences allant
de 1/1214 (en NorveggBraathen et al., 2011)1/6500 (au Royaum&ni) (Karadima et al.,
2011)pour les CMT Ces neuropathies rZsultentldenutation de genes codant des protZines
responsables du maintien deglaine de myZline et/ou des axoees-memes (Pisciotta and
Shy, 2018)

Lesmaladies de CMT ont ZtZ dZcritesimultanZmentlans un article franeais Zcrit par
le Pr. JearMartin Charcot ele Dr. Pierre Marie (1886) gen Angleterreparle Dr. Howard
Henry Tooth, dans sa these de doctatat'UniversitZ de Cambridge. Lesaladies de CMT
sontun ZtataractZrisZ pam affaiblissement extreme eteatrophie des muscles des jaes
et des piedsdes anomalies de la dZmarchee perte des rZflexes tendineux et
engourdissement des membres infZriedissi, les maladiss de CMT Ztaert initialement

associZe” la dystrophie musculaireCependant|e Pr.Charcota soutenula these que les
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maladies de CMT Ztaient desuropathishZrZditaire distinctesAujourd'hui, lesmaladies de
CMT sont classZesuivantun ableau clinique eyZnZtiquemertiZtZrogene de neuropathies
hZrZditairesnotrices et sensitives. Cellessont divisZegn neuf catZgories, CMT1, CMT2,
CMT3, CMT4, CMT5, CMT6, CMTDI, CMTRI et CMTXTableau 1)

La forme CMT1 affecte environ 30 40 % des patientatteints de la maladie d&MT.
Dans cette neuropathiity a une perteet/ou une mauvaise formatiale la gainele myZline
des fibres nerveuses pZriphZriques (dZmyZlinisation), qui peut stre caractZrisZe par une
diminution de la vitesse de conductimerveusenotrice deserfs desnembres supZrieurs <33
38 m/s. Lamaladie deCMT1 est donc aussi appelZe "myZlinothc'est -dire une
dysfonction de la gaine de myZline suivie dOune dZgZnZrescence axonale plus tardive. Les
dysfonctionnements neurologiques observZs dansliadie deCMT1 sont causZ8#) fine, par
la perte ou la dZtZrioration déwres nerveuses mriteset sensoriéés de gros calibre qui sont
fortement myZlinisZdl existe cependant des preuv@se les fibres C non myZlinisZes sont
Zgalement touchZdsZduction de la sensibilitZ et de la densitZ des fibkéi®} analyse
Zlectrophysiologiquepermet de distinguer une neuropathie pZriphZrique dZmyZlinisante
acquised@ne neuropathie pZriphZrique dZmyZlinisante hZrZdiaieffet, ette dernisre est
symZtriqueet affecteles deux c™tZs dwrps Elle se dZveloppeaux extrZmit et le
ralentissementle la vitesse de conductiorerveuseest uniforme En revanche, dans le cas
dOune neuropathie pZriphZrique dZmyZlinisante gdgsis@momalies de la conduction sont
multifocales Les avancZes rZcentes dans le domaine de la biologie molZculaire ontlpermis
diviser laforme CMT1 en 6 sousypes en fonction des genespliquZs

La forme CMT2 toucheenviron 20% des patients CMT atoncernedavantage les
membres infZrieurs. En revanche, cette neuropathie est assong’gZnZrescence axonale
initiale, avec une vitesse de conductitgrveusenotriceinfZrieure “38 m/s. laforme CMT2
est divis£ en 24 sousypes(Patzk— and Shy, 2011)

La maladie deCMT3, Zgalement appelZev@ladie de DejerinéottasE, estune forme
tres rareet tres grae de neuropathigZriphZriqueElle est attribuZeédes mutations ponctuelles
qui entraine une perte de fonction ou une perte des memes prajdirsst responsablessie
CMT1A (g*ne PMP22), CMT1B (gene MPZ), CMT1D (g*ne EGR&Jou CMT4 (gene PRX).
Cetteneuropathie est associZe ~ une dZmyZlinisation et ~ une dZgZnZrescencedsxdamale
petite enfanc€Cox, 1956)

Enfin, on retrouvelesformes plus rares comme la maladie@M T4, qui est divisZe en
11 soustypes(Tazir et al., 2013)lamaladie deCMT5 (Dyck and Lambert, 1968)a maladie
de CMT6 (Dyck and Lambert, 1968)a maladie deCMTDI Ctype intermZdiaire dominat
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qui est divisZe en 6 sotges (Katona and Weis, 2017)a maladie deCMTRI Ctype

intermZdiaire rZcesdff qui est divisZe en 2 setypes(Katona and Weis, 20172t enfin la
mdadie deCMTX liZe au chromosome X, qui est divisZe en 6 $ppss(Katona and Weis,
2017)

Type Soustype | Gene Locus HZrZditZ
CMT1 CMT1A PMP22 17p11.2 Autosomaldominant
CMT1B MPZ 1923.3 Autosomal dominant
CMT1C LITAF 16p13.13 Autosomal dominant
CMT1D EGR2 109213 Autosomal dominant
CMT1E PMP22 17p11.2 Autosomal dominant
CMT1F NEFL 8p21.2 Autosomal dominant
CMT2 CMT2A1 KIF1B 1p36.22 Autosomal dominant
CMT2A2 MFN2 1p36.22 Autosomal dominant
CMT2B RAB7A 3021.3 Autosomal dominant
RAB7B
CMT2B1 LMNA 1922 Autosomal recessive
CMT2B2 MED25 19q13.33 Autosomal dominant
CMT2C TRPV4 12q24.11 Autosomal dominant
CMT2D GARS 7pl4.3 Autosomal dominant
CMT2E NEFL 8p21.2 Autosomal dominant
CMT2F HSPB1 7911.23 Autosomal dominant
CMT2G ? 12q12113.3 Autosomal dominant
CMT2H GDAP1 8021.11 Autosomal dominant
CMT2I MPZ 1923.3 Autosomal dominant
CMT2J MPZ 1923.3 Autosomal dominant
CMT2K GDAP1 8021.11 Autosomal dominant
CMT2L HSPBS8 12q24.23 Autosomal dominant
CMT2M DNM2 19p13.2 Autosomal dominant
CMT2N AARS 16g22.1 Autosomal dominant
CMT20 DYNC1H1 | 14932.31 Autosomal dominant
CMT2P LRSAM1 | 9g33.3 Autosomal dominant
Autosomal recessive
CMT2Q DHTKD1 | 10p4 Autosomal dominant
CMT2R TRIM2 4931.3 Autosomal recessive
CMT2S IGHMBP2 | 11913.3 Autosomal recessive
CMT2T DNAJB2 2035 Autosomal recessive
CMT2U MARS 12q13.3 Autosomal dominant
CMT3 CMT3 MPZ 1g23.3 Autosomal dominant
EGR2 10g21.3 Autosomal recessive
PMP22 17pl2
PRX 19913.2
CMT4 CMT4A GDAP1 802111 Autosomal recessive
CMT4B1 MTMR2 11921 Autosomal recessive
CMT4B2 | SBF2 11p15.4 Autosomal recessive
CMT4B3 | SBF1 220913.33 Autosomal recessive
CMT4C SH3TC2 5032 Autosomal recessive
CMT4D NDRG1 8024.3 Autosomal recessive
CMT4E MPZ 1g23.3 Autosomal recessive
EGR2 10921.3
CMT4F PRX 19q13.2 Autosomal recessive
CMT4G HK1 10g22.1 Autosomal recessive
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CMT4H FGD4 12p11.21 Autosomal recessive
CMT4J FIG4 6021 Autosomal recessive
CMT5 CMT5 ? 4934.3935.2 Autosomal dominant
CMT6 CMT6 MFN2 1p36.22 Autosomal dominant
CMTDI CMTDIA ? 10924.1925.1 Autosomal dominant
CMTDIB DNM2 19p13.2 Autosomal dominant
CMTDIC YARS 1p35.1 Autosomal dominant
CMTDID MPZ 1923.3 Autosomal dominant
CMTDIE INF2 14q32.33 Autosomal dominant
CMTDIF GNB4 3026.3 Autosomal dominant
CMTRI CMTRIA GDAP1 8021.11 Autosomal recessive
CMTRIB KARS 16g23.1 Autosomal recessive
CMTX CMTX1 GJB1 Xq13.1 X-linked dominant
CMTX2 CMTX2 Xq22.2 X-linked recessive
CMTX3 CMTX3 Xq26 X-linked recessive
CMTX4 NAMSD X(q24£26.1 X-linked recessive
CMTX5 PRPS1 Xq22.3 X-linked recessive
CMTX6 PDK3 Xp22.11 X-linked dominant

Tableau 1: Classification des diffZrentes formes de CMT avec les genesZsagsociZs
(DOapresPyck and Lambert, 196&isciotta and Shy, 2B; Katona and Weis, 2017)

AujourdOhui, avec les avancZes de la gZnZtique et donc IOaugmentation importante du

nombre de genes dZcout® la nomenclature offielle dZveloppZe en 1968 par Dyck et

Lambert, est devenue tres complef@yck andLambert, 1968) RZcemmentun groupe de

travail a mis en lumiere la nZcessitZ d’harmoniser la classification de la(Tibleau 2)

(Mathis et al., 2018)et il a ZtZproposZde mettre " jourcette classificatioen utilisant une

approche en 3 Ztapes. La premiere Ztape consiste " indiquer le mode de transmission : AD
(autosomique dominante), AR (autosomique rZcessive), XHinkéd), Spo (formes
sporadiques) ou Mit (hZritageitochondrial). La deuxisme Ztape correspond " 10ajout d
phZnotype : CMT, dHMN (hereditary motoeuropathy distal) ou HSAN (neuropathie
sensorielle et autonomeZizditaire) etc. Pour la CMT, il a ZtZ proposPajouterle terme
neurophysiologiquéDe" (dZnyZlinisation, au lieu de "1"), "Ax" (axonal, au lieu de "2") ou

A

"In" (In" (intermediate) apres le terme "CMT La troisisme Ztape consiste "~ indiquer
clairement le "nom du gene" impliquZ dans la maladie (aveodsipilitZ de mettre le terme
"inconnu" @ns le cas d'un gene ou d'une mutatiom encore identifijgTableau 2Mathis

et al., 2018)

IHBU0 & ()*++),~ HBI&™ ()R *-. 1 O-+&A 12+ &"1"3456



Tableau 2: Tableauexpliguant les nouvelles prositions pour la dZnomination et la classification des
diffZrentes formes de CMT etalitres troubles neurogZnZtiquéslathis et al., 2018)

2.2.2.3 Focus sur la maladie de Charcd¥larie-Tooth de type 1A (CMT1A)

Lesmaladies de CMT touchent environ 1/2500 et la forme CMT#A4t le sastype le
plus courant. Bs Ztudesnontrent que 19,6 % ~ 64,7 % des patients ChKprimentla
duplication PMP22, ce qui donnme prZvalence calculpeur laCMT1A dansla plage de
1/3800 " 1/1250(Braathen et al., 2011Karadima et al., 2011)

Au niveau clinique, I'%ge d'apparition de la CMT1A se sitee £sdix ~ vingt
premisres annZes de la vi{ghomas et al., 1997 ependant, des malformations congZnitales
du pied peuvent otre obs&es des la naissance. Des cas dOapparition tardive ~ 69 ans et ~ 76
ans ont Zgalement ZtZ mentionf@uk et al., 1997)Il existe une grandeariabilitZ clinique
entre les patientgt ceau sein d'une meme famille. Dans I'ensembiee aide ~ la marche
(canne, bZquilles) est nZcessaire pour 3 ~ 14 % des patienfs7e® des patientdoivent

recourir “un fauteuil roulan{Birouk et al., 1997)
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Le sympt™me moteur typique est la difficultZ ~ marcher ou ~ courir en raison de la
faiblesse des muscles des jamifEsomas et al., 1997)es patients CMTA prZsentent
gZnZralement une faiblesse musculaire distale symZtrique et des jambedaliteggDeE.

Les jambes sont plus frZquemment et plus sZverement affectZes que les bras. On peut aussi
trouver une hypertrophie du mollet au lieu d'une atrophie. Une faiblesse proximale peut stre
observZelans les extenseurs du genou @h%odes cagBirouk et al., 1997)La dZformation

du pied, habituellement avec des orteils en marteau, est une caractZristique des patients CMT1A
et peut etre un sign@rZcurseur. Au niveau des membres supZtig@s mains dites €h

griffesE peuvent salZvelopper Une dZformation squelettique de la colonne vertZbrale
(scoliose) est rapportZe chez 35 % des patienti®Bienfait et al., 2006)Les sympt™mes des
membres supZrieurs comprennent la faiblesse musculaire, principalement des muscles
intrinseques et I'atrophidJnediminution de la dextZritZ manuedist Zgalement courartbez

les sujes atteints de CMT1AThomas et al., 1997)

Les sympt™meaensitifssont habituellement moins importants et petivée subtils
(Thomas et al., 199TYerhamme et al., 2004%hy et al., 2005)_a sensation d'affaiblissement
suit habituellement une distribution de bas en haut, les jambes Ztant plus frZquemment et plus
gravement touchZegie les bras. hltZrationdes grandes fibresensitivesentrahe une perte
proprioceptive, causant des difficultZs d'Zquil{&ey et &, 2005) Une perte des petites fibres
sensitives peut straussiprZsenteavec des plaintes de pieds froids et une diminution de la
discrimination dda tempZrature. La douleur e&gjalemenfrZquemment rapportébez55
70 % des patients CMT1A/an Paassen et al., 2018ans certains cas, des tremblements,
surtout des mains, peuvent stre prZsents. La dZficience auditive neurosensorielle non
progressive est dZcrite cheartainspatients CMT1A. Des patients ont montrZ une altZration
significative de la perception de la parofealgrZune dZtection sonore norleeou quasi
normale. La dZficience vestibulaire semble stre frZquente chez les patients atteints de CMT1A.
Cette pathologie peut prZdisposer ~ I'apnZe obstructive du sommeil. Enfin, les patients ont
rarement des rZflexes normaux, la plupart du tempsritsnsene absentgsan Paassen et al.,

2014)

Sur le plan Zleobphysiologique, ldorme CMT1A se caractZrise par un ralentissement
des vitesss de conduction nerveuse motrice (VCNM) s#nsitive(VCNS) homogens et
diffuses avecnotammentles VCNM infZrieures ~ 33 38 m/s(Birouk et al., 1997)En raison
d'un effet combinZ de la dZmyZlinisation et de la perte axonale, les potentiels d'action des nerfs
sensoriels sont aussi frZquemment rZduits dans les brasigs voire absents dans les jambes
(Verhamme et al., 2004)
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Sur le plan histologiquee$ biopsiesierveuses montrent une diminution de la densitZ
des fibres nerveuses myZlinisZes au cours des premieres annZes de la-vagioL(@igmetre
de l'axone par rapport au diametre des fibres) est significativement infZrieur ~ la normale
(Gabre'lsFesten et al., 1995)La formation de bulbes d'oignor{sellules de Schwann
surnumZraire®rmant une structure caractZristique en forme dOoigs®psdduit apres I'%.ge
de six angGabre‘lsFesten et al., 1995)a perte axonale se retrouve aussi dans I'enfaace.
myZlinisation anormaléZtend probablement sur toute la longueur du(@abre'ls-Festen et
al., 1992) LesaltZrationgathologiques les plus graves ont ZtZ obssrai niveau distal dans
les nerfs, mais il y a Zgalement @diZrationsdans les parties proximales et dans les racines
nerveusegGabre‘ls-Festen et al., 1992)

DOun point de eugZnZtique,d CMT1A est une forme autosomique dominante de
dZmyZlinisation hZrZditaire, causZe par une duplication dOun fragment dOADN de 1,5
MZgabases sur le chromosome 17pdlP.2ontenant le gene codard ProtZine de la {Zline
PZriphZrique 22RMP22 et conduisant ainsi " trois copies du g®®IP22 (Raeymaekers et
al., 1991)(Lupski et al., 1991)Le niveau d'expression correct du gfdP22est essentiel ~
la myZlinisation normale des nerfs pZriphZrigDes. augmentations de la protZine PMER2
de I'ARN messager PMP22 (ARNm) ont ZtZ tresvzhez les patients CMT1A dans les
biopsies du nerf surg¥oshikawa et al., 1994) a duplicationdu genePMP22a ZtZ dZtectZe
dans de nombreux groupes ethniques et elle peut Zgalement se mredwireHoogendijk
et al., 1992)Dans de tels cas, la mutation gZnZtiegt@rincipalement associZe ~ des dZfauts
dans la spermagiensse et plus rarement dans l'oogenese. Le gene PMP22 code une protZine de
22 kDa qui correspond -8 % des protZines de la myZline du systeme nerveux pZriphZrique.
La PMP22 est produite principalement par les cellules de Schi@aipes et al., 1992Flle
s'exprime dans la partie compacte de la gtedalitZ des fibres myZliniques du systeme
nerveux pZriphZrique. La fonction exacte dBN&P22 n'est pas encore ZlucidZe. Des Ztudes
sur les IZsions nerveuses ont suggZrZ un r™le pendant la croissance et la diffZrenciation des
cellules de Schwann. Lfarme CMT1A a ZtAdongtempsconsidZrZe comme une neuropathie
dZmyZlinisante primairen raism desfaibles vitesses de conductinarveuses observZes chez
les patients atteints de CMT1A. Cependant, il est devenu clair que le dysfonctionnement axonal
dZtermine la gravitZ de la maladie au niveau clinique. Les bulbes d'oignon observZs lors
d'Ztudes mrphologiques de biopsies nerveuses sont un signe-det d@myZlinisation. Les
preuves s'accumulent montrant que la CMT1A pourrait «tre un trouble de dysmyZlinigation
non pas unalZmyZlinisation, ce qui signifie que la myZlinisation est retardZeCaiaqu
myZlinisation normale n'est jamais atteifwen Paasseet al., 2014)
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3! Le stress durZticulum endoplasmique

Le rZticulum endoplasmiqRE) est un organiterZsent dans le cytoplasme, organisZ
en un rZseau de tubules membranaires liZ ~ IOenveloglgairgBraakman and Hebert, 2013)
Dans les neurones, le RE est appelZ C corps de NissREgranuleussynthZtise les protZines
(via les ribosomes qui lui sont assocjZsarticipe au bon repliement desotZineset les
transfertsvers I'appareil de Golgiia des vZsiculed.e RE lisse, quaritlui, assure laynthese
des phospholipides membranajreZgule le calcium et intervient dans les processus de
dZtoxification cellulaireEn condition normaleles protZines nouvellement synthZtisZes sont
prisesen charge dans le RE granuleux pas grotZines chapenmescomme la alnZxne
(CNX) et la @lrZticuline (QRT), puis envoy&svers |Qappareil de Golgfin de prendre leur
conformation tridimentionnelléBraakman and Hebert, 2013)es protZines prZsentant des
dZfaus de conformation sont envoggvers la voie ERAssociated Degradation (ERAD) afin
dOetredZgradZepar le protZasom@raakman and Hebert, 2013ju and Ng, 2015)

Un mauvais repliement des protZines et un stress du RE ont ZtZ couramment signalZs
dans les maladies neurologiques comm#lke, MP et lesmaladies deCMT (Volpi et al.,
2016) La protZine PMP22 est synthZtisZe et modifiZe dagsngsartimentfRE/Golgi puis
acheminZe " la membrafareek et al., 1998POUrso et al., 1998) est intZresant de noter
que jusqu” 70% de laPMP22 nouvellement synthZtisést rapidement dZgradZ par le
protZasome et que seule une tres petite quantitZ atteint la surface c¢Mmaesek et al., 1993)
Enfin, i a ZtZ montr£hez I0amal, quOune surexpression de la protZine PMP22 pouvait
conduire ~ IOaccumulation de catiedans le REHara et al., 2014)

Un certain nombre de conditions de stress cellulaire eoden taux ZlevZs de synthese
protZique une homZostasie calcique ou un statut redox pestyrddt mener " 'accumulation
de protZines dZpliZes ou mapliZes dans lumiere du RE(Wang and Kaufman, 2016¢e
phZnomene a ZtZ appelZ stress du rZticulum endoplasmique. En consZquence, les cellules ont
dZveloppZ une rZpons&diZe par lainding immunoglobulin ptein (BIP ou GRP78)pour
limiter 'accumulation de protZines mepliZesdans le REappelZ unfolded protein @sponse
(UPR)(Figure 16)Ron and Walter, 2007Jrois protZines transmembranaires endoplasmiques
sont impliquZes dans I'UPR : peotein endoplasmic eticulum Knase (PERK), lainositol

requiring encoded 1(IRE1, Zgalement ecmu sous le nom de ERN1) et &stivating
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transcription fictor 6(ATF6) (Ron and Walter, 2007).avoie laplus prZcoce et la plus rapide
est la voie PERK, elle implique la pshoryation d'une sousnitZ deeukaryotic translation
initiation factor 2 (elF2a). L'activation de la voie PER&F2a favorise I'expression des
protZines chaperoes (CNX et CLR),diminue la traduction afin de diminuer la charge en
protZinsmalrepliZes et diveraitla voie antioxydante Nrf@_evonen et al., 2014) 'activation

de I'NRE1 dZclenahl'Zpissage de 'ARNm de X¥abox-binding-protein-1 (XBP-1), produisant

un facteur de transcription actif, XBPZpissZ (sXBR) (Ron and Walter, 2007De plus,
I'ATF6 devient un facteur de transcription actif en transitant vers le complexe de Golgi o il est
clivZ par les protZases S1P et 32@nt d'stre transloquZ vers le noy&Ron and Walter, 2007)
L'activation de la signalisation IRE1 ATF6 favorise I'expansion du RE et lI'expression des
protZines chapennes(GRP94, CNX et CLRYui facilitent le repliement des protZines dans le
RE. IRE1 dZclenche Zgalement IQinduction transcriptionneléevide ERAD cOest-dire
|Oactivation dproZasomeour dZgrader les protZines mal pligasand Ng, 2015)Enfin, si

ces rZponses adaptatives ne suffisent pas "~ rZsoudre les m®hdenrepliement, 'UPR
dZclenche le programme apoptotique pour Zliminer la cellule. Ainsi, la rZponse UPRepeut
une source de stress oxyddoe™ une augmentation de la libZration de:CdOactivation de
voie preinflammatoire (N§B et INK, MAPK et Akt) et aux agrZgats protZiqu&®Ipi et al.,
2016) De plus le RE contient des enzymes, comme le cytochrome P450, qui oxydent les
xZnobiotiques et les acides gras insaturZs, produisant airesipess Zactives de [Ooxygene
(Levonen et al., 2014Bedard and Krause, 2007)
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I'Les troisvoiesde 'UPR.
Dans le RE (rZticulum endoplasmique), les protZines sont prises en charge par des protZines
chaperonnes comme la CNX (calnZxine) et la CRL (calrZticuline). En cas de mauvaise
conformation, ces ptZines provoquent un stress du RE qui va entra’ner l'activation des
Ccapteurs de streds prZsents dans la membrane du:REERK (Protein Endoplasmic
Reticulum Kinase), IRE1 (Inositol Requiring Encoded 1) et ATF6 (Activating Transcription
Factor 6). Pourcela, BiP Binding Immunoglobulin Proteirge dissocie des protZines PERK,
IRE1 et ATF6 (qui deviennent actives) pour se lier aux protZines mal conformZes. PERK
phosphoryle elF2gEukaryotic Translation Initiation Factor)2et ralentit la traduction des
protZines, soulageant ainsi le RE. Parallslement, la traduction de ATF4 (Activating
Transcription Factor 4) est paradoxalement facilitZe, ce qui induit I'expression de CHOP
(C/EBP homologous protein) et de GADD34 (Growth Arrest and DNA DaRgeui
inhibert elF2a. PERK phosphoryle Zgalement Nrkuglear Factor ErythroieR-Related
Factor 2), un facteur de transcription impliquZ dans la rZponse antioxydante. L'inhibition de
la traduction dOIkB (Inhibitor Kappa B) provoque l'activation dekBF(Nuclear Facto
KappaB). L'activation d'IRE1 entra’ne I'Zpissage de I'ARNm du facteur de transcription
sXBP1 K-BoxBinding-Protein-1) lors de sa traduction. XBP1 rZgule IOexpression de protZines
chaperonnes du RE, les composants de la voie de dZgradation ERRBsfciated
Degradation) et la biosynthese des phospholipides. L'IRE1 dZgrade Zgalement les ARNm
localisZs sur la membrane du RE, rZduisant ainsi l'importation de protZines nouvellement
synthZtisZes dans la lumisre du RE. L'IRE1 recrute TRAF2 (TNF recessmiated factor 2)
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et ASK1 (Apoptosis signratgulating kinase 1), entra”’nant I'activation de J{@<Jun Amine
Terminal Kinasg de NFkB et de la caspase 12, qui sont jamoptotiques (en rouge). Le
facteur de transcription ATF6 activZ transloque ver§tagi oe il est clivZ par S1P (Site
protease) et S2P (Sifzprotease). ATF6 clivZ est un facteur qui active les genes de la voie
Unfolded Protein Respons&/®PR) impliquZs dans le repliement des protZines, incluant les
protZines BiP, ERAD, la biosyntlersle lipides et le dZveloppement du RE (dO&pnaep et

al., 2012)

4! Le stress oxydant

| GZnZralith

Il est maintenant couramment admis que le stress oxydant joue un r™le important dans
le dZveloppement de plusieurs maladies neurodZgZnZratives du Systme centeal
(Halliwell, 2001)(Rotermund et al., 2018plusieurs Ztudes ont montrZ IQimportance du stress
oxydant dans des pathologies comméviid (Butterfield and BoyeKimball, 2018) la MP
(Francelborra et al., 2018)la <lZrose en plagsgAbdulle etal., 2018)ou encore [&SLA
(Pansarasa et al., 28]l RZcemment, le stress oxydant a ZtZ dZcrit dans les neuropathies
pZriphZriques induites et acquises. Rennooltaborateursont dZmontrAdans un modele
dOZcrasement du nerf sciatique chez le rat que les marqueurs de la peroxydation lipidique sont
augmentZs dasile plasmalusieurs semainegpres la IZsioffRenno et al., 2017Pe plus, il a
ZtZ montrZ chez les patients CMT1A, une augmentation de diffZrents marqueurs du stress
oxydant comme le glutathion, les enzymes antioxydantes -@qydantes et les marqusuwde
la peroxydation lipidiqugChahbouni et al., 2017Ainsi, le stress oxydant semble stre un
parametreimportant™ prendre en compte dans les stratZgies thZrapeutiques des neuropathies
pZriphZriques.

Les processus d'oxydation qui se dZroulent rZgulisrement dans les cellules sont
essentiels pour la vie et la mort d'une cellule. L'oxygeie capacitZ de se dZtacher de ces
molZculesde transporet ainsi de former des especes rZactives de I'oxygestie oxygen
species ROS) instablegDi Meo et al., 2016)Des especes rZactives de |I0azmactive
nitrogen speciesRNS)sont Zgalment form#s " partir, cette fois, de [0az¢Ri Meo et al.,

2016) Ces ROS sont produits dans tous les organismes aZrobies et pgaveriques pour
les cellules. Cependant, les ROS jouent un r™le clZ dans divers processus physi@giques
Meo et al., 2016)En effe, les ROS sont des mZdiateurs de la phagocytose, de I'apoptose, des

rZactions ddZtoxification de IOZlimination des cellules pritaeuses, des infectioes. (Di
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Meo et al., 2016)lIs sont impliquZs dans les voies de signalisgtiemmettant denaintenir
I'homZostasie cellulaire. Les ROS rZgulent de nombreux processus mZtaboliques et cellulaires
y compris la prolifZration, la migiah, I'expression des genes, I'immunitZ et la cicatrisation
des plaies. Les ROfeuventZgalementtre gZnZrZs lors de $ynthese des prostaglandines,
I'nydroxylation de la proline et de la lysine, I'oxydation de la xanthine et d'autres processus
oxydatifs (Blokhina et al., 2003)

Il existe un Zquilibre entre les processusgigpdants et aiixydantset toute altZration
de cetZquilibre entra’ne des effets dZIZtpesir la cellule(Blokhina et al., 2003)Le stress
oxydant espar consZquedZfini comme un dZsZquilibre en faveurglesessus proxydants.
RZcemment, des auteurs ont proposZ le termedeoxe redo¥ plut™t que stress oxydant,
faisant rZfZrence au caracteZnZfique et essentiel des R@®Idstein et al., 2005)Le terme
ROSregroupe plusieurs types de mZtabolitegyZnZs les radicaux libres, les ions oxygZnZs
et les peroxydes. Les plus couramment rencestsant |IOanion superoxyde (QR radical
hydroxyle (OH), IQoxygene singuletd), I0ozone (P le monoxyde dOazote (N@t le
peroxyde dOhydrogene.®) (Fridovich, 1984)Les radicaux libres possedent un Zlectron non
appariZ, ce qui leur confere une grande instabilitZ et une forte rZa@itdvich, 1984) Une
production excessive des ROS au niveauimtr@xtracellulaire est associZiie dZgradation
de toutes les grandes classes de molZcules biologiques notatent@®ADN, des protZines et
" une peroxydation des lipidgFigure 17) Ainsi, les cellules sont ZquipZes de machineries
molZculairesenzymatiques ou noPartie 4.4 cidessos), afin de rZguler finement leur statut
redox(Mattill, 1947).

I Les marqueurs cellulaires de stress oxydant

4.2.1 Oxydation des hydrates de carbone

Les radicaux libres se lient ~ ces hydrates de carbone et forment des radicaux centrZs
sur le carbondSemchyshyn et al., 2011¢euxci interagissent avec d'autres hydrates de
carbone et par consZquent, udaation en cha’ne autocatalytigue commence, entra’nant la
destruction des cellules. Les cZtoamines et les cZtoaldZhydes sont les produits oxydants les plus

courants des glucidéSemchyshyn et al., 2011)
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4.2.2 Oxydation des protZines

Les especes rZactives de l'oxygene interagisseecles protZines au veéau de la
cha’ne latZrale d'acides aminZs et mattifeestructure des protZines. Par exempl6é, H le
potentiel de rZagir avec les groupes latZraux d'acides aminZs et de cliver la cha’ne
polypeptidique, ce qui entra’ne la formation de groupes cadmmyhctifyStadtman and
Oliver, 1991) Le mZcanisme d'oxydation des protZines passer@immenpar |Ooxydation
des rZsidus de lysine qui seraierm\artis en # aminadipic semialdehyd@Kaur et al., 2011)

Les marqueurs oxydatiffes protZinesont des groupes carbony(@okhina et al., 2003)

4.2.3 Peroxydation des lipides

Parmi les cibles des ROS, la peroxydationliggges est particulisrement dommageable
car la formation de produits de peroxydation des lipides conduit = une propagation facile des
rZactions radicalairé¢Mattill, 1947). L'extraction d'un atome d'hydrogene au niveau des acides
gras polyinsaturZs des phospholipides membranairésndde le processus de peroxydation
des lipides(German, 1999)Des radicaux lkyles sont formZet sont finalement rZarrangZs
pour former des dienes conjugudsi stimulent les cascades de peroxydation des lipides
autocatalytiques. Les ROS attaquent directement les hydroperoxydes phospholipidiques et les
hydroperoxydes d'acides gréBuettner, 1993)La cha’ne carbonZe des acides gras est clivZe
spontanZment pendant le processus de peroxydation des lipides ede®pnduits d'acides
gras insaturZs tres toxigsgZthane et#, ! aldZhydes). Les marqueurs reconnus de la
peroxydation lipidique sont les praits secondaires des aldZhydemlonyldialdfyde (MDA)
et 4hydroxy -2-nonZnal (44NE) et desdZrivZs deadicaux pevxyles: les F2isoprostanes
(Mattill, 1947)(DellOAnna et al., 2010)

4.2.4 Oxydation des acides nuclZiques et del@DN

Les ROS peuvent €sserE les brins d'’ADN, formant des mutations gZnZtiques. Les
sucres et lepairesde base sont dZgradZs par les RO@®toquent leuoxydation La &

hydroxyguaninesst le marqueur de I'oxydation de I'AlNellOAnna et al., 2010)
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4.2.9 Autresmarqueurs

Une modification dans IOexpression des enzymes anti -exydants estun bon
marqueur du stress oxydaritest Zgalement possible de marquer directement les ROS par des
sondes fluorescentes. Dans la mesure o+ les ROS ont une durZe de vie tres courte, la mise en
Zvidence du stress oxydant est parfois difficile. De plus, il nOexiste pas de marqueurs possZdant
toutes les caractZristiques idZales, €Qdist: spZcifique, stable dans le tempsec une
facilitZ et une technique de dZtection sensibleeptoductible. Il est donc indispensable

dOutiliser une combinaison de plusieurs marqueurs.

ROS

/ RNS

DNA damage

IDysfonctionnemerg cellulaires induitspar un dZsZquilibre du stress oxydant
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(1) Le mZtabolisme cellulaire gZnere des especes rZactives d'oxygene (ROS) et des especes
rZactives d'azote (RNS), qui ~ leur tour causent des dommages oxydatifs/ifitr¢@t_es
protZines sont les macromolZcules les plus affectZes par le stress oxydatif, subissant plusieurs
modifications quiempschent qquIIes soierdrrectement dZgradZes et recyclZes par le
protZasome, gZnZrant ainsi une altZration de la fonctoiZjgue. (3) Le stress oxydatif affecte

aussi directement les protZines cytosquelettiques, causant des dommages structurels et des
altZrations de signalisation. (4) En affectant les mitochondries, le stress oxydatif altere la
production d'Znergie et (5) emffectant les peroxysomes, le stress oxydatif altere le
fonctionnement mZtabolique correct. (6) Le stress oxydatif affecte Zgalement la membrane
cellulaire. (7) Enfin, toutes lesltZrations mentionnZes prZcZdemmaeiiectent!'activitZ
transcriptionnellede la cellule,modifiantI'expression gZniqué&8) Enfin, les ROS peuvent
Zgalement dZgrader directement IOADNu—o-Sahagcen et al., 2014)

I Les sources de ROS

Les principaux facteurs exogen&s/orisantla productionde ROS sont le tabagisme,
les dZchets industriels, les ionisatidiesvZes des radiatigries fibres d'amiante, les infections
virales et bactZriennes. Ces facteimduisentdans 1Qorganisme IQactivation des cellules
immunitaires, de IOinflammation, des cancers et des troubles mZtat{@igertet al., 2007)
LOQ est le point de dZpart de la gustion des autres especes rZactives de IQoxygene par la
rZaction de Fendon et Habafeiss, quiutilisent H,O, isste de la dZnaturation d@;pour

produire une espece hautement rZactive, le(Extdovich, 1984)
4.3.1 Les enzymes prooxydantes

La xanthhe dZhydrogZnase/oxydase (XDH/XQjatalyse la conversion de
I'nypoxanthine en xanthine puis en acide uriqdedge and Dodd, 20Q4)a XDH est
transformZen XO par protZolyse ou par oxydation des sulfhydrates et psodisicette forme
de grandes quantitd€D.. Il faut noter quesous la forme XDHIOaccepteur dOZlectron est le
NAD qui produit du NADH/H, alors que sous la forme XO, I0accepteur dQdteast
IOoxygeneyui produit donc de IGOON constate Zgalement glagorme XO peut transformer
les nitrates en nitrites @n monoxyde dOazotBl@). La XDH/XO est notamment exprimZe
dans les cellules endothZliales des vaisseaux sarf{@ainand Harrison, 2000

La NADPH oxydase joue un r™le important dans la dZfense contre les infetgions
aux micreorganisme®n gZnZrant de3+(Bedard and Krause, 200{!-Benna et al., 2005)
COest une enzyme multicomplageembl&” la membrane plasmatique des neutrophiles et qui

produit de I'Q. De la meme maniere, les cellules endothZliales, les fibroblastes, les ostZoclastes,
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les chondocytes et les cellules des muscles lisses gZnerent Zgalementviesafte enzyme
qui pourraitetre activZe par des hormones et des cytokiBeslard and Krause, 2007)

La myZloperoxydaseMPO) joue un r™le important dans la dZfense de IOorganisme. I
s'ayit d'une enzyme contenant umme, prZsentalans les macrophages, neutrophiket
Zosinophiles etjui catalyse la transformation d&O, pour former des acides hypochloreux
hautement rZactifsitiles aux dZfenses de I0organigKiebanoff, 2005)

Dans ks conditions physiologiques, |Ooxydtrique synthasdiNOS) oxyde la L
arginine en Lcitrulline et poduit du NQ Le NO peut rZagir avec;@our produire une espsce
tres rZactive, le peroxynitritdans des conditions pathologiques ou de stress, la INI
IOoxygenepour produire @& I'Q. La iNOS estnotammentexprimZe dans les cellules
endothZliales et ZpithZlialgsambeth, 2004)

Pendant le mZtabolisme de l'acide arachidonitu&yclooxygZnas€COX) et la
lipooxygZnase LOX) produisent galement desROS intracellulairespar un mZcanisme
dOZchappement dOZleciiomsmbeth, 2004flvanov et al., 2005)

4.3.2 Les mitochondries

Les ROS sont gZnZrZs par les mitochondigk libZration d'Zlectrorispartir de la
cha’nede transport d'Zlectrons &t la rZductiorpartielledes molZcules d'oxygene. Les,O
produitspar la rZaction catalyspgarla superoxyde dismutase (SOBYnt transformZs en®l
beaucoup moins rZacti€ependant, lorsque.® interagit avec des ionaZtalliquestels que
le fer et le cuivre, des ROS plus rZactifs, les radicaux hydroxyle$, @it formZpar les
rZactions de Fendon et Hab®@feissprZcZdemment citZ@éowaltowski et al., 2001)Dans les
conditions physiologiqueda chafie respiratoirale la membrane mitochondriale produit de
I'ATP et deH.O.. La monoamine oxydas&¥AO) prZsente dans la membrane mitochondriale
externe catalysequant ~ elle,la dZsamination oxjative des amines et produit ainsi diOH
dans la mitochondrie et le cytog@ladenas and Davies, 2000a MAO joue un r™le important
dans les cellules nerveuses en inactivant les neurotransmetteurs monoamines (dopamine,
adrZnaline, sZrotonineE).a cytochrome P450 oxydasstune enzyme contenant tmme.

Elle est prZsente dans les mitochondries et partimemmehnau mZtabolisme du cholestZrol
et des hormones stZroedienriass dutransfert dOZlectrons, une paptet strelibZrZeet se
liZze ~ 10oxygene pour former #&. (Ivanov et al., 2005)Ghosh et al., 1997)
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4.3.3 Les autres sources

Le peroxysome contient lexydasegglycolate oxydase,-dminoacide oxydase, urate
oxydase, #-hydroxyacide oxydase, acyle gras CoA oxyflagé sont impliqués dans la
productionde HO, (Tolbert and Essner, 1981)

Le lysosomecontientune cha’ne de transport d'Zlectrons qui implique la pompe °
protons. Ce systeme favorise la rZduction de I'oxygene et forme des©i actif{Klebanoff,
2005)

La phagocytosest unprocessuxellulaire par lequel des cellules dites phagocytaires
peuvent gngZrerE dOautres cellules ou des bactZAescours de la phagocytosges ROS
sont produitpar la NADPH oxydasdes phagocytese qui dZtruites bactZries et les cellules
expesZes ~ ceROS(Ghosh et al., 1997)

L'apoptose est un processus de mort ikl pragrammZe. Elle active la familtées
protZinesBcl-2 ; un groupe de protZines qui stimule Bax, ce qui provoqueite du
cytochrome c. Celwti se lie ” Apatl et forme des apoptosomes. Geuactivent la caspase 9
qui, viala production de RO$rovoquda dZnaturation de certaines protZinds phagocytose
de la cellulgKam and Ferch, 200@Kerr et al., 1994)

Les petites molZcules comme la dopamine, |OadrZnaline, les flavines et les
hydrogquinonepeuvent spontanZment, en prZsence dOoxygene;@daletoet induire ainsa

production directe dOCFreeman and Crapo, 1982)

I Les antioxydants

Gutteridge et Halliwell ont classZ les antioxydants en Zgoates(Gutteridge and
Halliwell, 1995) Les antioxydants primaires sont impliquZs dans la prZveti¢a formation
de ROS. Les antioxydants secondaires peuvent piZger directement les ROS. Les antioxydants
tertiaires qui peuvent rZparer les molZcules oxy(@Zaetteridge and Halliwell, 1995) es
antioxydants peuvent etrele nature enzymatique ou non enzymatiques systemes
enzymatiques contribuant directement ou indirectement ~ la dZfense corR@3esont les
catalases, les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions peroxydases (GPx), les
glutathions rZductases (GRgslthiorZdoxines et les peroxgoxines(Sturtz et al., 2001)

(Powers and Jackson, 2008gs antioxydants non enzymatiques sontagndes capteurs de
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ROS etde RNS. | s'agitprincipalement du glutathion et des vitamines E et C,jrqubent
I'oxydation des lipides membranair@ose et al., 2012)

4.4.1 Le facteur de transcription Nrf2

L'une des voies de signalisatiantivZe par les ROB mieux caractZrisZe est la voie
KeapENrf2 / antioxydant response elemgARE), qui orchestre la rZponse cellulaire contre le
stress oxydar(CarmonaAparicio etal., 2015) Nrf2 (huclear factor erythroiel-related factor
2) est un facteur de transcriptiarytosolique (CarmonaAparicio et al., 2015)Dans des
conditions basales, Keage lie “Nrf2, le dirigeant vers l'ubiquitination et la dZgradation par
le protZasome. Lors d'un stress oxydant, Keapl ne joue plus son ligiientlee qui conduit
" la stabilisation deNrf2. Nrf2 ainsi stabilis&sttransloquZ vers le noyan il se fixe sur la
rZgion promotrice ARE epermet ainsi 10expression dOun grand nombre dOenzyme

antioxydants (CarmonaAparicio et al., 2015)

4.4.2 Les enzymes antioxydantes

Ces enzymes peuvent stre classZes en antioxydants primaires et sec(@d#zesge
and Halliwell, 1995)La SOD, la catalase et la GPx sont les principales enzymes antioxydantes
dites CprimairesE qui inactiventdirectementes ROSO; etH.0,). Ces antioxydants primaires
peuvent capter les ROSsus ducytoplasmeou ces membranes lipidiqug&utteridge and
Halliwell, 1995) La SOD catalyse la dismutation de €énh HO.. Il existe trois isoformes de la
SODqui se distinguentar leur localisation et par leur cofacteur mZtalligiiertz et al., 2001)

La forme cytoplasmique et nuclZair@ssociZe aux ions cuivre et zinc (SQP la forme
mitochondriale quant " elleassociZe au manganese (SQet enfin laforme extracellulaire
(SOD.). La catalasassurda transformation del,O, en eau (HD)etendioxygene (Q). Elle se
trouve essentiellement dans les peroxysomasselle esZgalemenprZsenten faible quantitZ
dans le cytoplasm&turtz et al., 2001) a GPx catalysk transformation del.O, etdeslipides
ROOH, respedtement en EDetenalcootROH (Meister and Anderson, 1983}ette rZaction
utilise une molZcule antioxydante non enzymatideeglutathionLa GPxest prZsentdans le
cytoplasmeet dans les mitochondri¢sleister and Anderson, 1983)

Les enzymes dioxydantes secondaires sont gdutathionrZductase GR), la glucose6-
phosphate dZshydrogZnd&6PDH), la gluathionS-transfZrase (GST), la thiorZdoxine et la
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peroxyredoxineEllesagissent en diminuant le niveau de peroxydes et en fournissant en continu
le NADPH et le glutathiomZcessaires au bon fonctionnement elesymes antioxydantes
primaires (Gutteridge and Halliwell, 1995)Par exemplgla GR catalyse la rZaction de
CrZgZnZratioE du GSH " partir du GSG (Kirlin et al., 1999)

4.4.3 Autres antioxydants endogenes

Le glutathionest un peptide permatit la rZduction des.®. intracellulaires gr¥%ocda
rZaction catalysZe par la Girlin et al., 1999) Le glutathion sous sa forme rZduite (GSH),
est le rZgulateur majeur du statut redox dans les cellules. Le glutathion est un capteur direct de
radicaux libres, il passe ainsi de sa forme GSH ~ sa forme oxyldZglutathion disulfide
(GSSG)Le GSH intervient Zgalement dans le cycle de rZgZnZration des vitamines E et C (deux
vitamines antioxydantes). Le rapport GSH sur GSSG est un bon marqueur du stress oxydant
tissulaire et de KOBmZostasie®xydorZductioncellulaire Le GSH est considZrdmme le
tampon antioxydant intracellulai{&irlin et al., 1999)

Les oligoZIZmentsomme & cuivre,le manganese, le zinc, le fer et le sZIZnisont
impliquZs danges activitZs enzymatiques antioxydar(dsrtuani et al., 2004 Par exemple,
le sZIZnium est intZgrZ dans la structieréenzyme glutathieperoxydaselLe cuivre, le zinc
et le manganese sont les cofacteurs de I'enzyme superoxyde dis(ivieidsani et al., 2004)
De plus, la carnosine, les mZtabolites azotZs (comme la crZatine ou IQacide urique) sont les
capteurglirects desadicaux libresLa taurine et les taurisehloraminestimulent'expression
et la synthese de iINOS dans diverses cell(\eertuani et al., 2004)LOubiquinol (coenzyme
Q10) est un transporteur dOZlectppAsent dans les membranes mitochondriales et cellulaires,
dans le plasma et les lipoprotZifesrtuani et al., 2004)I est capable elcapterdes Zlectrons
et permet ainsi une protection des membranes contre la peroxydation des lipides. Le
cytochrome c prZsent dans la chaine respiratoire mitochondriedé s r™Ide dZtoxification
en captant leZlectrois non appariZs déD:;.

La vitamine E (alphaocophZrol) se trouve dans les membranes lipidi¢Besttner,
1993) Elle diminue la peroxydation lipidique en stoppantHaice de rZactions edduisant
notammentle radical lipidique peroxyle (LOQ (Bose et al., 2012)La vitamine C (acide
ascorbique) est un cofacteur de nombreuses enzyBwestner, 1993) Elle peut capter
directement @ et OH. Cette vitamine permétgalementle rZgZnZrer la vitamine(Bose et
al., 2012) La provtamine A (!-carotene) a un r™le antioxydant faifiBese et al., 2012Flle

dZsactive IQoxygene singultet piege les radicaux peroxydes ROO
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4.4.4 Les antioxydants exogenes

Ceuxci proviennent principalement des aliments et autres sources diZtZtiques. Plusieurs
herbes, Zpices, vitamines, aliments, IZgmte prZsentent des activitZs antioxydantes. Par
consZquent, les mZdicaments ~ base d'antioxydants alimentaires pour le traitement de diverses
pathologies ont gagnZ en attratissi bien dans le domaine clinique que dans la recherche
expZrimentalgGale, 200). De nombreux types de composZs bioaci#fsus de sources
vZgZtalessont utilisZs dans les essais cliniques et prZclini@rasjkal, 2014)Par exemple,
les mZdicaments dZrivZs de plantes mZdicinales utilisent comme composZs actifs des
terpZnoedes, des alcalosdes, des glycosides, des stZroedes et des polyphZnols. Ces composZs 0

pris une grande importandans le domaine de la recherch&dicalgSmejkal, 2014)

Les conposZs phZnoliques et polyphZnoligpessedent des activitZs antioxydantes
reconnuegGoszcz etl., 2015) Ce sont les antioxydants naturels prZseans le raisin, les
baies la noix de muscade, le thiés racines de curcunetdE Les polyphZnols sont des
composZs secondaires des vZgZtaux. lls assurent i) la pigmentation des fleurs, dedefuits et
graines pour attirer les pollinisateurs, ii) la protection contre les microorganismes pathogenes
et iii) la protection contre les ROS induits notamment par les radiationiStalikas, 2007)
(Goszcz et al., 2015) es polyphZnols sont composZs de plusieurs gr@Ejaese 18): les
phZnols simples, les acides phZnols, les coumarines, les stilbenes, les naphtoquinones, les
tanins, les lignanes, ldtavonoedes et lesurcuminosdes. Les flavonasl sont divisZs en
anthocyaimes et anthoxanthinesek anthoxanthines sont ememes subdivisZs en flavonols,
flavones, flavanones, isoflavones, flavonoedes glycosides et flavanols (catZchines,
ZpicatZchines E)Les curcuminosdegegroupenta curcumine)a demethoxycurcumine et la

bis-demethoxycurcumine.
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Example: Curcumin
Main source: Curcuma longa

3 IClassification des principaux QolypthoIs flavonoedes et non flavonoedes.
SchZma reprZsentant les composZs phZnoliques avec pour chaque famiieple et les
vZgZtaux associfSoszcz et al., 2015)
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51 La curcumine

La curcumine [1,7is(4hydroxy-3-mZthoxyphZny#l,6-heptadiene3,5dione](Figure
19), Zgalement appelZe difiloylmAhane, est un pgphZnol prZsent dans le rhizome de
Curcuma longaLestari and Indrayanto, 2014)a poudre deCurcuma longaest une Zpice
utilisZe en cuisineet mZdecindraditionnellesasiatiqus. Elle est onnue sous le nom de
curcuma etentre notammentdans la composition du curry. La poudre de curcuma est un
composZ cristallin de couleur jaune orangZ qui est utilisZ comme colorant alin(eetstae
and Indrayanto, 2014)raditionnellement, la poudre de curcuma est utilisZe dans les pays
asiatiques commgrZparatiormZdicinale pour lutter contre plusieurs pathologies en raison de
ses propriZtZs argikydantes(Smejkal, 2014)antiinflammatoires(Lestari and Indrayanto,
2014) antimicrobiennegMahady et al., 2002)anticancZreusg@\ggarwal et al., 2003pt
neuroprotectricegChin et al., 2013)Au cours des 50 dernieres annZes, AtZ prouvZ que la
plupart des effets dGurcuma longaest principalement due ~ la curcumine, avec des effets
potentiels contre le diabete, les allergies, l'arthrite, les neuropathies et d'autres maladies
chroniquegAggarwal et al., 2007 Cependant, il existe d'autres composanSulguma longa
qui forment avec la cumninele groupe des curcuminoedé&andur et al., 2007) s'agit dda
dZmZthoxycurcumine et di& bisdZmZthoxycurcumingFigure 19) Le groupe des
curcuminoedes constitue environ 5 % de I0ensemble des composantsuina longeet la
curcumine est la pluabondante de agroupeavec77 %(Sandur et al., 2007)

OH 0 OH %

HO OH HO OH

Demethoxycurcumin Bisdemethhoxycurcumin

OH (0]
/0 N X
HO

Curcumin

P O O\
OH

I Structures chimiques des curcuminoedes
La demethoxycurcumine, la bisdemethoxycurcumine et la curcwomeeprZsentZes
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| Les activitZs antioxydantes de la curcmine

La curcumine est considZrZe comme-agyidante en raisode la prZsencee la
fonction !-dicZone conjuguZdans sa structut@Vright, 2002)(Priyadarsini et al., 2003)l a
ZtZmis en Zvidencque lesmZcanismes les plus importants par lesquels la curcieraree
sonactivitZ antioxydante sont I'inhibition de IOanion superoxyde, du peroxyde d'hydrogene et
du radical oxyde nitriquéloe and Lokesh, 1994)'autres Ztudes ont montrZ que la curcumine
amZliore BctivitZ de nombreuses enzymes-amijdantes comme la catalase, la SOD, la GPx,
la GST, la INOS et I'heme oxygZna$gOH-1) (Pulla Reddy and Lokesh, 199@eong et al.,
2006) De plus, la curcumine peut augmenteri@scentrations de gluthathion rZdi@SH) et
rZduire cellesle malondialdZhydg. Liu et al., 2015)La curcumine peut Zgalemetiminuer
|Oexpression dOenzgm®-oxydants comme la NADPHoxydase, la COX et la XO(Wu et
al., 2013) Certaines Ztudes ont dZterminZ que la curcumine est capable dOactiver la voie Nrf2,
un facteur de transcription permettant IOexpression dOsaryroeydantes (Wu et al., 2013)

De plus il a ZtZ dZmontrquelOeffet neuroprotecteur de la curcumislted@ne diminuton

du stress du rZticulum endoplasmique (RE) associZ auxgR@e€e la rZgulation de l'activitZ
de 'AMPK (Li et al., 2015) Il a Zgalement ZtZ mis en Zvideque la curcumine dZrZguks
voies MAPK (nitogenactivated protein kinagest AKT (RAGalpha serine/threonin@rotein
kinas@, inhibantl'accumulaibn desROSet rZduisant de ce fait IOapopi@seet al., 2016)La
curcumine prZsentela fois deseffets antioxydants et praxydants, en fonction de la dose
utilisZe et de la prZsenoa nondans le milieu d'ions mZtalliquédoe et al., 2004)Ahsan et
al., 1999) En effet, les faibles doses de curcumine ont ZtZ associZes ~ deangifetydants
et neuroprotecteur&n revanchela curcumine ~ forte doggrovoquedeseffets preoxydants
sZlectiverent dansdes cellules malignes, par exempdians lecancerdu col de l'utZrus, le
cancer du poumon ou la leucZmie myZlomonocytKire et al., 2016)]Yang et al., 2012)Ces
Ztudes onmontrZ que la curcumine favorisee augmentation de la gZnZration intracellulaire

de ROS en provoguant un dysfonctionnement mitochondrial.
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5 !PathologjescibIZes par la curcumine 5
ReprZsentation schZmatique des diffZrentes maladissdetajuelles la curcumine prZsente des
effets bZnZfigu¢Prasad et al., 2014a)

| Les propriZtZsanti-inflammatoires de la curcumine

La cascade inflammatoire joue un rédaetraldans le dZveloppement de médad
chroniques telles que les maladies daoimunes, cardiovasculaires, endocriniennes,
neurodZgZnZratives et nZoplasiq&egure 20) LesROS en modulantexpression du facteur
nuclZaire kapp® (NF-7B) et du facteur de nZcrose tumorale alpha (ENEontribuent de
maniere importante Ta rZponse inflammatoi€hoet al., 2007)La curcumineZduitle stress
oxydant et linflammation qui en rZsulte paotammentlOactivation de la voie Nrf2
(Esatbeyoglu et al., 2012pe plus, la curcumine semble tre un inhibiteur direct dg Rfet
de TNF# (Figure 21) La curcumine inhibe Zgalement les cytokines inflammatoires, comme
les interleukines (IL1 et IL-6), les chimiokines et la voides MAP kinasg (Figure 21)
(Esatbeyoglu et al., 2012¢ho et al., 2007)

IHSY"R () H+)," IHSIO& (") F-, "1 0F&H 12+ & 3456



Ainsi, la curcumine a montrZ des effets bZnZfigsesles pathologiesiZes ~
IOinflammation de I'appareil respiratoire (allergies, asthme, fibrose pulmemaiexications
respiratoire) (Kurup and Barrios, 2008).. Liu et al., 2015)" IQinflammation des articulations
(polyarthrite rhumatosddiChandran and Goel, 2012} ~ I0inflammationelOappareil digestif
(colites infectieuses, colites inflammatoire®smme la maladie de Crohn, rectocolite
hZmorragique, pancrZatite chroniq(lE)pcuTarladacalisir et al., 2013Enfin, la curcumine
fait Zgalement IOobjet de nombreuses Ztudes prZdieigakniques (Pulido-Moran et al.,
2016) pour ses effets bZnZfiques dans les pathologies hZpat@besh et al., 2011)
cardiovasculaire$Reaven and Witztum, 1996nZtabolique comme le diabet§Aggarwal,
2010) et les cancerAggarwal et al., 2003)

ICibles molZculaires de la curcumine.
STAT, Signal transducer and activator of transcription; HiFHypoxiainducible factorsl;
NF-%B, Nuclear factor kappaB; PPARPeroxisome proliferateactivated receptor#; AP-
1, Activator proteinl; CBP, CREBinding protein; ERG, ETS (erythroblasatrsformation
specificyrelated gene; ERE, Estrogen response elements; -WMiCHMonocyte chemotactic
proteinl; MIP-1, Macrophage inflammatory protein 1; TNF, Tumor necrosis factor; IFN,
Interferon; COX2, Cyclooxygenasg; TIMP, Tissue inhibitors of metallopteinases; MMP,
Matrix metalloproteinase; 50X, 5Lipooxygenase; iNOS, Inducible nitric oxide synthase;
ODC, Ornithine decarboxylase; FPTase, Farngsidtein transferase; ICAM, Intercellular
adhesion moleculé; VCAM1, Vascular cell adhesion molecile ELAM-1, Endothelial
leukocyte adhesion molecule VEGF, Vascular endothelial growth factor; clAP, Cellular
inhibitor of apoptosis protein; B&, B-cell ymphom&2; BckxL B-cell lymphomeextra large;
PCNA, Proliferating cell nuclear antigen; JAK, Jakinase; JNK, -dun amine terminal
kinase; EGFR, Epidermal growth factor receptor; ERK1/2, Extracellular sigeglated
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kinase 1/2; PKA/B/C, Protein kinase A/B/C; PhK, Phosphorylase kinase; FAK, Focal adhesion
kinase; AK, Adenylate kinase; IRAK, Iderkinl receptorassociated kinase; IKK, 1%B
kinase; MAPK, Mitogesactivated protein kinase; srcTK, pp66c tyrosine kinase; PTK,
Protein ty rosine kinase; FGF, Fibroblast growth factors; EGF, Epidermal growth factor;
NGF, Nerve growth factor; PDGF, &eletderived growth factor; TF, Tissue factor; TGF,
Transforming growth factor; FGF, Fibroblast growth factors; CTGF, Connedissie
growth factor; PARP, Poly (AD#ibose) polymerase; FADD, Faassociated protein with
death domain; H2R, Histamine Hzaeptor; IR, Insulin receptor; LDR, Lowdensity
lipoprotein receptor; ITPR, Inositol 1,4fiphosphate receptors; ER, Estrogen receptor;
CXCRA4, CX-C chemokine receptor type 4; FasR, Fas receptor; AR, Androgen recaplir;
Aryl hydrocarbon receptofPrasad et al., 2014a)

| LespropriZtZsneuroprotectrices de la curcumine

La curcumine peut interagmvecde nombreuses cibles molZculaires telles que les
facteurs de transcription, les cytokines inflammatols=skinases, les facteurs de croissance et
le systeme antioxydar{Figure 22) Toutes cepropriZtZsont responsables, au moins en partie,
des effets neuroprotecteurde la curcumingFigure 22) Plusieurs de ces effets bZnZfiques
mentionnZs prZcZdemmaeit ZtZ dZmontrZs dans diffZrents typeliilaires du systeme
nerveux, comme les neuron@savoie et al., 2009)les astrocyte¢lavoie et al., 2009)les
cellules microglialegKarlstetter et al., 2011)es oligoeé&ndrocytegHe et al., 2010kt les
cellules de Shwann(Tello Velasquez etl., 2016) Les propriZtZs neuroprotectricke la
curcumine ont ZtZ dZmontrZes sur des cultures primairesidies corticau@Vang et al.,
2012) mZsencZphaliqué®rtiz-Ortiz et al., 201Q)hippocampiquegYe and Zhang, @12) et
de la moelle Zpinier@Jiang et al., 2011)

5.3.1 La curcumine et lesmaladiesneurodZgZnerative du SNC

La MA est une pathologie plurifactorielle, caractZrisZe notamment par des dZp™ts de
peptide l-amyloede (A!), la prZsence degiZhZrescences neurofibrillairase perte neuronale
massive, une neuroinflammation et IOexacerbation du stress oRatesatesmodelesin vitro
dela MA (ajout d'agrZgat8! dans une ceulture neurone/microgljda curcumine germis
de stimulelda phagocytose microgliale et la clairance des plaguestd'induire la production
de protZines de choc thermig(@ole et al., 2007)Elle attZnueZgalemenl'accumulation de
protZinesA! et inhite la formation deplaquesA! (Ono et al., 2004)DansdesZtude in vivo
rZalisZechez des souris Tg2576 (modsle murin transgZnique M) IGdministration orale
de curcumine, dimirela formation de plaques! et la productiomeROS et de RN§8egum
et al., 2008)GarciaAlloza et al., 2007)Frautschy et al., 2001pOautres Ztudes ontrid
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que la curcumine amZliota mZmoire spatiale en diminuant le stress oxydant et les [Zsions
histopdhologiques dans le cervedas souris MAAhmed et al., 2010)

La MP est caractZrisZe pardZgZnZrescendes neurones dopaminergiques deolie
nigrostriZell a ZtZ montrZ dans un modtievitro dela MP, en utilisant laneurotoxicitZ induite
par khydroxy-6-dopamine §-OHDA), que les effets neuroprateurs de la curcumine passent
par l'inhibition des ROS, la protection mitochondriale et IOactivation des voiep@pttiques
(Jaisin et al., 201X)Vang et al., 2009)n vivo, des Ztudes ont testZ le potentiel neuroprotecteur
de la curcumine contre la neurotoxitidopaminergique induite par lemZthyt4-phZnyi4-
phZnyt1,2,3,6tZtrahydropyridine  (MPTP) et la -@GHDA. L'administration orale et
intraveineuse de curcumirent permis derZduireles dommages dopaminergiques chez les
rongeurs traitZs péa 6-OHDA, enrZduisantapoptoseeninduisant I'activation microgliale et
enamZliorant la locomotion des anima{ ripanichkul and Jaroensuppaperch, 2012)

La MH est une neuropathie hZrZditaire caractZrisZe saréxpression de la protZine
huntingtinepuis par la mort des neurones miZostriatum. Une Ztude rZalisZe chez les souris
CAG140 (modele murin transgZnique déH) dZcrit un puissaneffet inhibiteur de la
curcuminesurl'agrZgation de la protZihentingting amZlioranginsilestroublesmoteurs des
animaux (Hickey et al., 2012) Enfin, la capacitZ de la curcumine ~ diminuer la
neuroinflammation, qui se produit dans la progression de diverses maladies
neurodZgZnZratives, en rZduisant I'expression el e I'lL-6 et du TNF# dans la microglie,

a ZtZ dZmonteZCho et al., 2007)

5.3.2 La curcumine et lesneuropathies pZriphZriques

Concernant les neuropathies pZriphZriques, il a ZtZ dZmontrZ que la curcumine amZliore

la rZcupZration fonctionnelle dans des modsles animaux de neuropathies hZr¢litajeas

et al., 2005 Khajavi et al., 2007fOkamoto et al., 2013Patzk— et al., 201Auteimmunes
(Han et al., 2014)alcooliquegKandhare et al., 201ZKaur et al., 2017)diabZtiquegLv et

al., 2018)Daugherty et al., 2018¢himio-induites(Agthong et al., 2015)Al Moundhri et al.,
2013) et traumatiques, y compris I'Zcrasem@ia et al., 2013)YNoorafshan et al., 2011a)
(Noorafshan et al., 2011y Yce et al., 2015)Zhao et al., 2017)la constriction chronique
(Zhao et al., 2012§Jeon et al., 2013)Moini Zanjani et al., 2014t la section complste
(Mohammadi and Mahmoodi, 201@)iu et al., 2016)du nerf. Dans le cas des neuropathies
pZriphZriques hZrZditaires, le traitement " la curcummgliorela myZlinisation des fibres
nerveuses adiminuele stress du RE dans des modeles animaux de CMT1B et CMaMLE

inhibantnotammenta voie UPR(Khajavi et al., 2005)Khajavi et al., 2007jOkamoto et al.,
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2013) (Patzk— et al., 201dpans un modele de neuropathie airtonune |Ogperimental
autoirmune neuriti§EAN), un modele animatlu syndrome de GuillaiBarrZ, la curcumine
supprime'accumulation decellules inflammatoires et I'expression de l'interfZron ({ENju
TNF-#, de 1@.-1! et de I@-17. De plus, la curcumine rZduit de faeon siguifive le
pourcentage de cellules auxiliaires CD4(+) T dans la ratehdbe la prolifZration des
lymphocytes(Han et al., 2014)Dans les modsles animaux de neuropathies pZriphZriques
alcooliques et diabZtiques (induites par la streptozotocine), la daepnZsenteun effet
neuroprotecteuvia IGctivation des enzymes et facteurs de transcription antioxydants (SOD,
GPx, HO1 et Nrf2) et par inhibition des voies inflammatgi(BlF-7B, COX, INOS, TNF#)
(Kandhare et al., 2012Parsamanesh et al., 2018)

La curcumine a Zgalement ZtZ utdisidns des modeles de douleurs neuropathiques
induites par les chimiothZrapies comme la vincristine, IOoxaliplatine et la cisplatine. Dans tous
ces modeles, la curcumine a considZrafgat attZnuZ les manifestations de dosldartype
hyperalgie mZcanique atlodynie thermique. Les effets bZnZfiques de la curcumine ont ZtZ
attribuZs "~ IOaugmentation de la S@®JaGPx,de la atalasede laGSH et ~ la diminution
du NO, de la lipopeoxydation et degoncentration ercalcium (Agthong et al., 2015}Al
Moundhri et al., 2013)Enfin, dans les modeles animaux de |Zsions traumatiques du nerf
sciatique, la curcumine accZlere la rZparation nerveuse et la myZlinisation et elle diminue la
neurodZgZnZration dans ganglions dorsaux rachi¢hémset al., 2013)Noorafshan et al.,
2011a)(Noorafshan et al., 2011b) Oeffet bZnZfique de la curcumine dans les neuropathies
dOorigine traumatique passe par IQactivation de l'autophagie cellulaire en rZgulant les voies
Erk1/2 et Akt,prZvenant aindiapoptosefavorisant'expression des protZines PMP22 et S100
etdiminuantle dZp™t de fibri{&hao et al., 2017)

Cependant, les dosedilisZes dans ces Ztudes stm$ ZlevZesentre 50 et 300
mg/kg/jour. Fait intZressant, urudein vitro montreque la curcuminé faible dose (0,26M)
stimule la prolifZration, la migration et la formation de laipetles des cellules de Schwann
(Tello Velasquez et al., 201@)e plus,il a ZtZ montrZ que des faibles doses de curcuthine
%M)protegent les axones de la dZgZnZrescence induite par une neuroinflammatioimlocale
vitro (Tegenge et al., 2014nfin, in vitro, des faibles doses de curcum({i0eb %M)stimulent

la prolifZration des cellules progZnitrices neuronales embryoniiginest al., 2008)
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I Effets antroxydans et anttinflammatoires sur les neurones.
La curcumine agit sur le corps cellulaire des neurones, sur les terminaisons synapégues
agrZgats protZiques et la microg(temejkal, 2014)

| BiodisponibilitZ et mZtabolisme de la curcumine

La curcumine est hydrophobelle est soluble dans les huiles ou dans les solvants
acides.Cependant, elle se dZgrade tres rapidement en solution saline ~ pH (eirresen
and Karlsen, 1985)Au cours des dix dernisres annZesmmeindiquZ prZcZdemmentle
nombreuses Ztudssrdes modelesn vitro etin vivoont ZtZ rZalisZes dans le but de comprendre
les mZcanismes d'actiole la curcumine Parmi ces Ztudese nombreuses visenaimZliorer

la biodisponibilitZ de la curcumir{8chneider et al., 2015)

5.4.1 La biodisponibilitZ de la curcumine

Une premiere Ztude a ZtZalis£ par Wahlstrom et Blennow en 19%&ins laquelle la
curcumine a ZtZ administrZe " des rats Spr@gveley ~ une dose de d/kg (Wahlstrsm ad
Blennow, 1978) Dans cette Ztude, un faible taux de curcumine a ZtZ observZ dans le plasma

des rats Ainsi plusieursZtudesmenZeplus tardchez le rabnt permis de dZtermingue la
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biodisponibilitZ orale de la curcumiastd'environ 1 %{Shoba et al., 1998Yang et al., 2007)

Il enrZsultequechez IOBIMme des dosefres ZlevZes de curcumine (3,62 g) doivent stre
administrZessans toutefois obtenir des concentrations plasmatiques en curcumine #es Zlev
(Sharma et al., 2004 faut noter quOaucun effekique nOa ZtZ rapportZ chepiiyhe “ces

doses (Sharma et al., 2004Lependantlorsquela curcumine est administréenjointement

avec de la pipZrinpar voie oral€ des rats ~ une dose de 2 g/kg, la biodisponibiliéZla
curcumine augmente d'environ 154(Shoba et al., 1998).a pipZrine est un alcalosde naturel

du poivre qui inhibe les processus de mZtabolisation de la curcumine et son Zlimination

cellulaire.

5.4.2 LesmZtabolitesde lacurcumine

Pour dZterminer les propriZtZs pharmacocinZtiques et pharmacodynamiques de la
curcumine, des chercheurs ont mesurZ la radioactivitZ apres I'administratidh-cler¢umine
" des ratgVijayalaksmi Ravindranath and Chandrasekhara, 188%)donnZes expZrimentales
indiquent quela curcumineest difficilementabsorbZe au niveau intestir(®lijayalakshmi
Ravindranath and Chandrasekhara81)9De plus, ces Ztudes ont montrZ que la curcumine
subit une biotransformation lors de l'absorption au niveau de lintestin, formant des
glucuronides, de la tZtrahydrocurcumine et des dZrivZs de I'hexahydrocur(figuine 23)
(Ravindranath and Chandrasekhara, 1980 autre Ztude a ZtZ rZalisZe pour dZterminer la
nature de mZtaboliteproduitsin vivo ™~ partir de la curcumine. ésrZsultatsuggerent que la
curcumine est dbord transformZe en dihydrocurcuminesetZtrahydrocurcumine par des
rZductasepuisen conjuguZs monoglucuronide sous forme de dihydrocurceghinaronide
et de tZtrahydrocurcuminglucuronide(Figure 23)(Pan et al., 1999) es transformations au
niveau di foie et de IQintestin peuveg@inZrer des glucuronides de curcumine et des sulfates de
curcumine ou, alternativement, des molZcules rZduitesneol'hexahydrocurcuminédes
Ztudes onimontrZ que la curcuminesf-curcumine) administrZe par voie intrawaise chez
la souris s'accumuldans le foie, la rate, les poumons et le cer&uw et al., 2006)Les
auteurs ont conclu que la curcumpr&senteine affinitZ spZcifiqupour certains tissus. Enfin,
l'excrZtion des mZtabolites de la curcumine dZpend du vZhicule et de la voie d'administration
utilisZe.Par exemple, aprdadministration orale, des mZtabolites de la curcusonérouvZs
dans les fece$75 %)mais pas daries urines. Cependant, lorsque la curcurestadministrZe
par voie intrapZritonZale, 73 % de ces mZtabaliatretrouvZs dans les selles et environ 11
% dans les uringgPulido-Moran et al., 2016)
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| DZrivZs mZtaboliques de la curcumine ) )
La formation des divers mZtabolites de la curcumine dZpend notamment de IOaction dOenzymes
comme des rZductases, des glucuronoidasse et des trans{BrasksMoran et al., 2016)

5.4.3 DZlivrance de la curcumine par @s nanevecteurs

Les propriZtZ&ZnZfiquesle la curcumine sont entravZes par sa faible solubilitZ en
raison de son hydrophobifitet de sa faible biodisponibilitZ, combinZes "~ ins¢éabilitZ en
solution qui entra’ne une Zlimination rapide du $&hgrma et al., 2004Pour surmonter ces
problemes, de nombreuses Ztudes ont utilisZ des approcheseoanologiquegFigure 24)
pour une meilleure application mZdicgBose et al., 2015)Ainsi, la curcumine a ZtZ
incorporZe ou encapsuldens dediposomes, des mitles polymZriqus, des nanoparticules
polymZriquesdes nanogels, des nanoZmulsides complexes dOinclusidaes nanoparticules
lipidiqgues solides, des dendrimsfedes phytosomes, des nanoparticules de curcyurdese
nanoparticules de silice mZsoporeuse (MSNermoredes nanoparticules mZtalliqué-eO.,,

Au,...) (Prasad et al., 2014b)lous ces nanwecteursont tous permis d'augmenter la
biodisponibilitZ, et les effets bZnZfiques de la curcumine. Cependant, ~ notre connaissance,
aucun de cesianevecteurs associZs " la curcumine nOa actuellement ZtZ testZ sur les

neuropathies pZriphZricgie
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ISchZma reprZsentartiffZrentes formulations de naneecteursamZliorant la
biodisponibilitZ de la curcumine.
Les iposomes Les particules lipophiles sont incorporZes dans la bicouche hydrocarbonZe
tandis que les molZcules hydrophiles sont ipotfes dansa partie intZrieurs aqueux. Les
micelles polymZriquesElles contiennent " la fois des groupes hydrophiles et hydrophobes et
sont donc appelZes amphiphiless rmnoparticulegpolymZriques Elles sont onstituZes d'une
structure matriciellequi peut incorporer lescomposZspharmacologiquement actifs et
possed@at une capacitZ de chge ZlevZe eprincipes actifsLes mnogels: lls sont constituZs
d'un noyau intme hydrophobe qui interagit aveed substances pharmacologiques actives
pour uneencapsulation ZlevAan mZdicaments et d'une enveloppe externe analogue au PEG
qui dZclenche une libZration rapide guincipe actif Les ranoZmulsios: Dispersion
thermodynamiquement stable d'eau et d'huile, stabilisZe avec un film de surface anstituZ
surfactant et d'un cotransfactantes nanoparticules lipidiques solideElles sont constituZes
d'un noyau lipdique solide qui est stabilisgar des surfactants ou des Zmulsifiants et
permettent desolubilise les substances lipophiles. Lesmplexe d'inclusion : mZlange
d'ingrZdients mZdicamenteux actifs situZs principalement dans la cavitZ hydrophobe de
molZcules h™tes volumineuses telles que la cyclodekemdendrimeres: Ce sont des
nanostructure composZes de plusieutsnvelopps synthZsZes couche par couche oe de
nombreux composZs pharmaceutiques actifs sont directement associZs ~ une interaction
physique stable ou ‘une liaison chimique. Les phytosomes e §bnt descomplexe
phospholipidiqus, obtenu par des phospholipides purs coatd des principes actifs putses
nanoparticules de curcumine Ce sont des nanoparticules fabriquZes " partir de curcumine pure
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sans aucurtompos£onjuguZ. Elles sont prZparZes en dissolvant de la curcumine pure dans
de I'Zthanol et en I'homogZnZisantne tempZraturet unepressionZlevZeavec de l'eau
contenant 0,1 % d'acide citrigBose et al., 2015)

RZcemmentes nandbiomatZriaux capables de dZlivrer spZcifiquement des composZs
naturels hydrophobes comme dZrivZs chlorophylliens ou curcumine mais Zgalement SiRNA,
ont ZtZ dZveloppPar une Zquipe Limougeaufédong Ntoutoume et al., 2018}e nouveau
systeme d'administration sempose de nanocristaux de cellulose (CNC) qui bZnZficient d'une
bonne rZsistance mZcanique, d'un caractere cristallin liquide, d'une surface spZcifiquement
ZlevZe, de biocompatibilitZ, de biodZgradabilitZ et de durabilitZ. Obtenus par hydrolyse acide
desfibres de coton, ces nanofibment dZfinis comme des nanoparticules allongZes de 100
200 nm de long, 220 nm de large et-50 nm d'Zpaisseures charges nZgatives prZsentes °
la surface des CNGont utilisZespour former des complexes ioniques avec tes
cyclodextrines (CD) cationiques bien connues pour former des complexes d'inclusion avec des
molZcules h™tdsa ! -CD est le plus couramment utilisZ, en raison de sa synthese relativement
facile, de son faible prix et aussi du grand nombre de molZculEsepajui peuvent s'insZrer
dans sa cavitZ interne. Les CNC ont ZtZ chargZe£@&eduis la curcumine a ZtZ incorporZe
dans le LCD, pour former des nanocristaux curcumiheCD-CNC (Ndong Ntoutoume et al.,

2016) In vitro, ces nanocristaux deurcumine ! -CD-CNC ont permisdOamZliorer la
pZnZtration intracellulaire da curcumine(Ndong Ntoutoume et al., 2016Fependant,els

effets de cesanocristaunOavant jusqud” prZsepas ZtZ testih vivo.
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CHAPITRE 2: Objectifs de la these
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Obijectif de la these

|- La premiere partie detravaux de recherche de cdtieseaeupour objectif demieux
caractZriser le modele A@asement du nerf sciatique chez le rat et de dZvelopper tihgistra
thZrapeutique basZe d@tilisation spZcifiquede la curcumine. En effet, la curcumine, un
polyphZnol dOorigine naturelle, a ZtZ utilisZe comme agent thZrapeutique dans diffZrents
modeles animaux de neuropathie pZriphZrique. Cependant, sa faible biodisponibilitZ et son
mZtabolisme tres rapident obligZ les auteurs " utiliser des doses importantes, inapplicables
chez IOHomme. Ainsi, le batZtZde dZvelopper une approche innovante dé dZlivrer la
curcumine au plus proche du site de la IZsion, puis dOZtudier si une faible dose de curcumine
prZsentedes propriZtZs thZrapeutiques et de comprendre son mode dOaction. Pour cela trois

approches ont ZtZ utilisZes

In Vivo
-1 ftudier leseffets dOune faible dose de curcumine admifgdticalement par une mini
pompe osmotique dans un modele dOZcrasement du nerf sciatique chez le rat (tests
fonctionnels sensitivomoteurs hebdomadairemesures  Zlectrophysiologiques,

observations histologueset analyses biochimiquegs)

-1 ftudier les propriZtZsantioxydantes de la curcumine afin de comprendre les
mZcanismes dOaction de cette molZcule.

In Vitro
-1 DZvelopper, au sein du laboratoire, la technigissii@nent etleculture de cellules de

Schwann partir dOexplants de nerfs sciatiques de rats

-1 Mettre au pointin modele de stress oxydaintvitro (induit par HO,) afin dOZtudier le

potentiel antioxydant de la curcumine.

In Silico
-1 DZterminer en collaboration ave IDUMR INSERML248 (Pr. Patrick Trallas et
Benjamin Chantemarguda dynamiquemolZculaire de la curcumine dans un modsle
membranairén silico, dZveloppZ par cette Zquipe
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- La deuxisme partie deette theseaeupour objectif dDapprofondir la caractZrisation

du modele derat CMT1A (mis en placepar I0Zquipe du Pflaus Nave Gsttingen,

Allemagng et de dZvelopper une stratZgie thZrapeutiquee msZ IQutilisation de

nanocristaux de cellulosg/clodextrinecurcuminechez ces animaukn effet, la stratZgie

utilisZe dans la premiergartie de ma these, cOéstire IOadministration locale de

curcuminenOest pas adaptZe pour une neuropathie dOorigine gZnZtique GWTiAla

Pour cela, nous avons mis en plaoe collaboration avec le laboratoREIRENE(Zquipe

du Pr. Vincent So|)qui a dZveloppZ en 2016 un composZ innovant ~ desellulose

cyclodextrinecurcumine(Ndong Ntoutoume et al., 2016Ainsi, le buta ZtZdOZtudier les

propriZtZs thapeutiques de ce composZ dans le modsle de rat CMT1A. Pour cela deux

approches ont ZtZ utilisZes

In Vivo

Comparer la biodisponibilitZ de la curcumine seule avec cellemalescristaux de
cellulosecyclodextrinecurcumine et Ztudier la distributionlu canposZ dans
|Oorganisme

ftudier leseffets desnanocristaux de celluloss/clodextrinecurcumine adminiss
par injection intrapZritonk¥a quotidienne dans le modele dwat CMT1A (tests
fonctionnels sensitivomoteurs hebdomadairemesures  Zlectrophysigliques,
observations histologiques et analyses biochimigues)

Enfin, Ztuder les propriZtZs antioxydantes et éffets sur le stress du rZticulum

endoplasmique afin de comprendre les mZcanismes dOaction de ce composZ.

In Vitro

A

DZvelopper la techniguddisolement et la culture de cellules de Schwann " partir
dOexplants de nerfs sciatiques de rats CMaitbidOZtudier le potentiel antioxydant et

antistress du REe la curcumine

Enfin, dZveloppeun protocolede co-culture de cellules de Schwanndetneurons
issts de ganglios dorsaux rachidiesde rats CMT1Adans le butOZtudier le potentiel

pro-myZlinisant de la curcumine

IHSY"R () H+)," IHSIO& (") F-, "1 0F&H 12+ & 3456



CHAPITRE 3: f tudes expZrimentats
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1! ftude des effetsdOunedible dose de curcumine dZlivrZcalement et de
maniere continue dans un modsle dOZcrasement du nerf sciatique chez le

rat

I Introduction

Les IZsions traumatiques des nerfs pZriphZriques (NP) sont frZquentes et reprZsentent
une source importante d'invaliditZ. Les traumatismes des NP rZsubedtapment de
blessures aux membres supZrieurs et infZrieaggession, accident de voiture, accident
domestique, accident de travail.L'Ztiologie de ces IZsions est tres hZtZrogemmpression,
lacZration, section, Zlongation, Zcrasement. DmgsrconsidZrables ont ZtZ rZalisZs dans la
comprZhension de la rZparation/rZgZnZration des NP. Cependant, la qualitZ de la rZparation des
fibres nerveuses dZpend de nombreux facteurs, tels que la taille et 'emplacement de la IZsion
ainsi que I'%oge datjent. Le modsle de I'Zcrasement du nerf sciatique est largement utilisZ pour
induire expZrimentalement une 1Zsion modZrZe des NP chez les rongeurs, caractZrisZe par la
destruction de la gaine de myZline et une dZgZnZrescence WallZrienne en aval.

E ce jaur, il n'existe pas de traitement pharmacologique spZcifique qui amZliore la
rZparation des nerfs apres une IZsion et les modsles prZcliniques restent donc essentiels. De
nombreuses Ztudes expZrimentales ont ZtZ rZalisZes pour Zvaluer les effets mis diffZre
traitements sur la rZparation des nerfs (facteurs neurotrophiques, hormones et composZs
chimiquesetc). Cependant, ces traitements ont montrZ des effets bZnZfiques limitZs.

Comme mentionnprZcZdemmen la curcumine prZsente de multiples propriZtZs
pharmacologiques, tiels que des effets neuroprotecteurs, -amftammatoires, antbactZriens
et antioxydants. Cependant, cette molZcule possede une tres faible biodispdnétilun
mZtabolisme rapide, ce qui contraint ~ IQutilisation de tres fortess dizses les modsles
animaux, difficilement transposables chez IOhumain.

Dans cette Ztude, les effets dOune faible dose de curcumine ont Z&ZsitudiZ
rZparation nerveuse et la rZcupZration fonctionnelle apres Zcrasement unilatZral du nerf
sciatique bez le rat. Pour celaine approche innovante a ZtZ utilisZe consistant ~ dZlivrer la

curcumine ~ une tres faible dose et de manisre continue directement au wiveie de 1Zsion.
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| MZthodologie gZnZrale

1.2.1 ProcZdure chirurgicale et traitement

Danscette Ztude, la IZsion traumaticué&tZinduite par Zcrasement du nerf sciatique
chez le ratCcrushE Brievement, apres IOanesthZsie gZnZrale de IQanimal, le nerf sciatique
gauche a ZtZ exposZ. Une pince non crantZe exersant une force constanteessZ&Z pr
directement sur le nerf sciatique. Une npompe osmotique (modele 2004, Alzet) a ZtZ
implantZe immZdiatement apres I'’Zcrasement du nerf, au niveagwang dans la rZgion
thoracelombaire. Un cathZter en vinyle, prZalablement rempli avec Zsatifs traitements,

a ZtZraccordZ " la pompe dans le but dOadministrer le traitement ~ proximitZ de la blessure.
Enfin, les muscles et la peau ont ZtZ suturZs et une injectionusange d'analgZsique a ZtZ
rZalisZe une fois par jour pendant troisgoues 44 animaux utilisZs dans 10Ztude ont ZtAdivisZ

en 4 groupesun groupe GhamE non IZsZ et non tra{iZ=10) ; un groupe Crush+ SalineE

|ZsZ et traitZ avec du NaCl @Q(n=10); un groupe Crush+ VehiculeE 1ZsZ et traitZ avec du
PEG300(n=12) et enfin un groupe Qus + CurcuminE 1ZsZ et traitZ avec de la curcumine
solubilisZe dans du PE®O0 (n=12). LOZvolution des sympt™mes sensitivomoteurs a ZtZ
ZvaluZe hebdomadairement pendant cinq semaines par quatre tests fonctiertestses
filaments de Von Frey, le test dDanalyse statique des emprBtatasSciatic IndexSSl), le

test de force dOagrippement et le test de marche sur une pddissue des cing semaines de
traitement, des mesures Zlectrophysiologiques ont ZtZZe&lpuis les animaux ont ZtZ
euthanasiZs. Les nerfs ont ZtZ prZlevZs, des mesures morphomZtriques ont ZtZ rZalisZes ¢
l'expression des principales protZines de la myZline compacte a ZtZ quantifiZe par western blot.
Afin de comprendre le mode dOactiotad®ircumine, son effet antioxydant a ZtZ Ztndigo

puisin vitro. Enfin, des simulations de dynamique molZculaire ont ZtZ rZalisZes pour prZdire le
comportement de la curcumine dans les bicouches lipidiques de maniere ~ mieux comprendre

son activitZantioxydante

1.2.2 ftude fonctionnelle

Le test des filaments déon Freya permis denesure la perte ou la rZcupZration de la
sensibilitZ mZcaniqu&igure 25) Le rata ZtZlacZ dans une cage Zqe&pDun fond grillagZ.

Des filaments de diffZrentes tadleorrespondant chacun "~ une force de pression spZcifique (de
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4 ~ 60 g) ont ZtZappliquZs dans un ordre croissant sous la plante des pattes, pendant 10
secondes. Le plus petit filament provoquant une rZponse de retrait de la patte est considZrZ

comme Ztare seuil de stimulus

Diametre (mm) | 4,56| 4,74| 4,93| 5,07| 5,18| 5,46| 5,88
Pression(g) | 4 6 8 10 | 15 | 26 | 60

ILe test des filaments de von Frey.
A gauche, la photographie du dispositif du test des filaments de von Frey (BIOSE®Iegitr
France). A droite, le tableau des correspondances entre le diametre des diffZrents filaments et
la pression exercZe en gramme.

L'espacement des doigts de la patte des animaux a ZtZ ZvaluZ " l'aide dyFesti@SI
26). Les animaux ont ZtZ placdans une cage avec un fond transparent. Une webcam placZe
sous la caga permisune acquisition automatique d'images de la surface plantaire des pattes
des animaux. Les distances entre le premier et le cinquisme doigt (toe spread, TS) et entre le
deuxieme et le quatrieme doigt (intermediate toe spread, ITS) ont ZtZ mesurZes pour les deux
pattes arriers (nerf sciatique sain ou 1Zs7). Le SSI a ZtZ calculZ par la formule suivante : SSI =
(108,44 TSF) + (31,85 ITSF)5,49; avec le facteur TS (TSF) corresglant au ratio TS patte
nerf sciatique 1ZsZ sur TS patte nerf sciatique sain et le facteur ITS (ITSF) correspondant au
ratio ITS pattépsilatZralesur ITS patteontralatZraleLa valeur SSI, qui est d'envired dans

les conditions contr™J¢ombe ~ eniron -90 apres Zcrasement du nerf sciatique
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SSI1 =(108,44 TSF) + (31,85 ITSF)5,49

TSF =toe spread factor

ITSF = intermediate toe spread factor

ITest dOanalyse statique des empreintes.
A gauche, la photographie du dispositif du test du Static Sciatic IbteSapien van Neerven,
University of Aachen). A droite, mZthode de calculi du SSI.

Le test de la force dOagrippemanpermisdOZvakr la force musculaire des pattes
arrieres de [OanimdFigure 27) Pour cela, le raa ZtZmaintenu de sorte ~ saisir une barre de
traction en TpuistirZ vers l'arrisre dans le plan horizontal. La force applie sur la barre juste

avant la perte dOagrippememitZenregistrZe comme la tension maximale (en gramme)

I Test dOagrippement. )
Ci-dessus, a photographie du dispositif du test dOagrippement (BIOSEB™ Vitrolles, France)

Le test de la marche sunepoutrea permisd@tudie les capacitZs sensitivomotrices
des animaux en Zvaluant leur habilitZ " rester en Zquilibre et "~ se dZplacey dOungoutre
Ztroite surZlevZgigure 28) La poutre mesure 2 m de long, 3 cm de largeur et elle esf fixZe
80 cmaudessugle la paillasseElle relie une plateforme ™ une bo”te noire, toutes deux de 30
cm de largeur. Les lampes placZes sur les c™tZs de la plateforme sont persues comme un
stimulus aversif, incitant le rat ~ se rZfugier dans la bote sairge ~ IQautre extrZmitZ de la
poutre Un systeme de vidZtracking permet de visualiser la marche de |Oandaatesurer
le temps de travereflatence) et le nombre de fautesniveaules pattes arrieres ipsilatZrales.

Pour chacumle ces deux parametrasn score compris entre 0 et 10 est Ztabtiorrespond °
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IOaddition du score de la latence et du score du nombre deatantesaudes pattes. Si le rat

traverse en moins de Set sOil ne fait aucune fatiteobtient la valeur minimale de 0. Au
contraire si IOanimal est incapable de remplir cette t%cidiendra la valeur maximale de
10.

I Test de la marche habile sur une poutre.
Ci-dessus, la photographie du dispositif du test de marche sur une poutre.

1.2.3 ftude Zlectrophysiologique

L'Ztude Zlectrophysiologiqua ZtZ rZalisZe juste avant IOeuthanasserdts ont ZtZ
anesthZsiZat le nerf sciatique a ZtZ exp@syure 29) Une Zlectrode de stimulation bipolaire
a Z¥ placZe sous le nerf sciatique. Deux stimulations ont enstiitéalisZes, |Ouee aval
(distal)et IOautre ean amont (proximal) du sitie IZsionL&lectrode de masse a ZtZ plaeZe
niveau dda queueL@lectrode d'enregistrement a ZtZ implantZe dans le muscle gastrocnZmien
afin d@nregistrer l'onde M (potéet d'action musculaire composPAMC) et le rZflexe H.
L'onde M et le rZflexe H ont ZtZ mesurZs apres stimulation des rZgions distale et proximale du
nerf sciatique. Les vitesses de conduction nerveuses motrice et sensitive ont Zt% ¢alculZe
partir dela diffZrence de latence entre respectivement 'onde M (distale et proximaleplet 100

H (distale et proximale). Leamplitudes des ondes M et H ont Zgalement ZtZ mesurZ
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IPhotographie du dispositif dOZlectromyographie.
Le rat est placZ sous ane&tlie gZnZrale. Le nerf sciatique gauche est exposZ. Les Zlectrodes
de stimulation distale (E1) et proximale (E2) sont placZes sous le nerf sciatique. L'Zlectrode
(bipolaire) d'enregistrement est placZe au niveau du muscle gastrocnZmien. La masse est
implartZe sur la queue du rat. Une sonde rectale permet de contr™ler la tempZrature. La
distance (d) qui sZpare les 2 Zlectrodes est de 1 cm.

1.2.4 ftudes histologique et biochimique de la rZparation du nerf sciatique

Ces analyses ont ZtZ rZalisZes sur des Aicimsntie nerf sciatique prZlevZs 5 semaines
apreslZsion Les analyses morphologiques ont ZtZ effestugartir dOimages en microscopie
Zlectroniqueobtenues " partir de coupes ulfines. Dans chaque groupe, le nombre total de
Cclustes E de rZgZnZtimn axonale de macrophages et de capillaires sarsyiém nerfa ZtZ
ZvaluzZ

Les analyses morphomZtriques ont ZtZ effestiZ'aide d'images obtenuesn
microscopie optiquépartir de coupes serfines. L'Zpaisseur de tgaine denyZline, le rapport
Zpaisseur de lgaine demyZline / diametre de I'ane (G-ratio), le nombre total d'axones
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myZlinisZs, le diamstre moyen des axones myZlinisZs et le diametre moyen des fibres
myZlinisZes (axones + myZline) ont ZtZ dZterminZs.
L'expression des protZines denyZline compacte MPZ, PMP22 et MBRtZ Zvalu?

" partir dOhomogZnate nerfs sciatiques par western blot.

1.2.9 ftude histologique du muscle gastrocnZmien

Les muscles gastrocnZmiens des memipggtZrauxont ZtZprZlevZsing semaines
apresla 1Zsion Les Zchantillons de muscle ont ZtZ figidis colorZes avec de I'nZmatoxyline
Zosinesafran (HES). Dans chaque groupe, le diamstre des fimaslettiquesiu muscle

gastrocnZmien et leur rZpartition ont ZtZ analysZes.

1.2.8 Mesure du stress oxydantn vivo

Le stress oxydant a ZtZ ZvaluZ par quantification de la productiend®tRIOSdans
les nerfs sciatique 5 semaines apres la |Zsiobhes ROS ont ZtZ marqes par le rZactif
CellROX, sur des coupes de nerfs sciatiques coegéld peroxydation lipidique AtZ Zvalu¥
par quantification de la concentration en maialdlyde dans les urines. Enfin, I'expression
du facteur de transcription Nrf2 (impliquZ dans la production dOemantiexydants) et
IOexpression desnzymes praxydante (XO, p67Phox et MPQ) ZtZ ZvaliZ " partir

dOhomogZnate nerfssciatiques pawestern blot.

1.2.7 Culture cellulaire et mesure du stress oxydann vitro

Les cellules de Schwann ont d@tfenue$ partir dDexplants de nerfs sciatiques de rats
%0gZs de 8 semaines. En bref,defs sciatiques ont ZtZ isolitmgmentZ®n petits morceaux
et transfZrZs dans du DMEM-\Bline contenant 19 Ul/mL de dispase et 125 Ul/mL de
collagZnase pendant 3 h ~ 2. Le produit de digestion a ZtZ dissociZ mZcaniquement, filtrZ
travers un tamisle 40pum et centrifugZ ~ 1400 tr/min penaa5 min. Le culot a ZtZ remés
suspension dans un milieu de cultspZcifique desellulesde Shwann : DMEM Braline + 2
mM glutamine + 10% sZrum de veau fital + 26 N2 SupplZment + 20 mg/mL extrait
d'hypophye bovine + 5 mM forskolin + 100 U/mL pZnicilline / streptomycine + 250 mg/mL

fungizone Les cellules ont Z&&hsemenadsur plaque prZalablementcoat2sE avec de la
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poly-L-lysine et du collagene. Les cellules de Schwann ont efiglite identifiZes pa
immunalZtection de la protZir&100 en fluorescence.

Apres 3 semaines de culture, les cellules ont ZtZ prZtraitZes pendant 8 h avec de la
curcumine (0,1 mM). Pour induire un stress oxydant, les cellules de Schwann ont Ztéssoumis
“un traitement gecH.O, (0,1 mM) pendant 8 h. La production totdkeeROS et de superoxysle
mitochondriaix a ZtZ ZvaluZen utilisant respectivement le rZactif CellR@GXeeri et
l'indicateur de superoxyde mitochondrial MitoSOX Rede plus, les effets de la curcumine
et/ou di traitement par D, sur le potentiel de membrane mitochondaat ZtZ ZvaluZsar

coloration ~ la rhodamine123 (10 mg/mL).

1.2.8 Simulation de dynamique molZculairgin silico)

Les simulations de dynamique molZculaire ZtZ effectuZes en utilisant uneobizhe
lipidique composZe de 128 lipides, contenant soit%Qfe tpalmitoyl2-oleoyksnglycZre
3-phosphocholine (POPC), soit un mZlange dé&/®28e cholestZrol et 7% de POPC. Le
systeme a ZtZ hydratZ en utilisant 42 molZcules d'eau par lipide. Lettoosruliysiologiques
ont ZtZ imitZes en utilisant 0,15d0dNacCl distribuZ alZatoirement dans I'eau. Chaque modsle
de membrane a d'abord ZtZ ZquitlenZ|'absence de curcumine. Les charges atomiques ont ZtZ
dZrivZes par une approche de potentiel Zl¢atipse restreint (RESP). Deux types de
simulations ont Zt¥ZalisZesLa premiere simulatior(imitant de faibles concentrations en
curcuming, pour laquelle une seule molZcule de curcumine a ZtZ placZe par couche de lipides.
Les deux curcumines, chacunig¥es dans une des deux couches, n'‘ont aucune interaction
entre elles au cours de la simulation. $eeondesimulation a ZtZ rZalis@mitant, cette fois
ci, une forte concentration locale de curcuhidanslaquelle six molZcules de curcumine par
coude de lipides ont ZtZ ajoutZes. Les simulations de dynamique molZculaire ont ZtZ effectuZes
avec un pas de temps de 2 fs. La pression a ZtZ maintenue constante ~ 1 atm et la tempZrature &
ZtZ maintenue constante ~ 310 K. Toutes les simulations de dynamiifieulaire ont ZtZ
effectuZes " l'aide du logiciel GROMACS version 5.1.4. Chaque simulation de dynamique
molZculaire Ztait d'une durZe de 300 ns, suffisante pour atteindre une convergence de

localisation spatiale de la molZcule de curcumine.
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| Principaux rZsultats

Dans notre Ztude, un rZtablissement complet de la sensibilitZ tactile a ZtZ observZ 4
semaines apres I€crushE pour les trois groupes IZsZs. Le score SSI des animaux |ZsZs a
augmentZ progressivement au fil du temps, mais n'a pas atteiateles normales 5 semaines
apres leCcrushE ce qui est frZquemment rapportZ dans d'autres Ztudes. La force de prZhension

A

des membres postZrieuest fortement corrZlZe la masse du muscle squelettique
gastrocnZmien. Nos rZsultats ont montrZ une tisdumportante de la force de prZhension des
membres postZrieurs atalgrZ une amZlioration progressive de la performance au fil du temps,
la rZcupZration n'a ZtZ que partielle 5 semaines ajifsidg comme d'autresuteurd'ont dZj
signalZ. La coalination sensorimotrice fine a ZtZ ZvaluZe par la marche sur une poutre. Dans
les premiers temps apres la IZsion, la latence de traeesd poutreest fortement retard g

les fautes de pattesont augmentZed\u fur et ~ mesure que la rZgZnZraticormle et la
rZinnervation musculaire se produisent, la performance locomotrice des animaux augmente.

La prZsente Ztude a montrZ que, 3 ~ 5 semaines agiZsion I'administration locale
d'une faible dose de curcumine (0,2 mg/jour) a accZIZrZ la rAZtopde la sensibilitZ tactile,
de 10Zcartement des doigts de la patte arriere (SSI), de la force de prZhension des membres
postZrieurs et de la marche, alors que des dZficits Ztaient encore observables chiZsks rats
soumis " un traitement au sZryhysiologique ou avec le vZhicule.

Dans notre Ztude@mplitude dePAMC a ZtZ diminuZ de fason significative dans
tous les groupe§crushE et la curcumine n'a pas eu d'effet bZnZfique sur ce parametre. D
plus les animaux;crushEtraitZs avec deZrum physimgique ou le vZhiculentprZseri des
vitesses de conduction nerveuses motrices et sensorielles significativement infZrieures " celles
des ratsnon 1ZsZsCshamE. Chez les rat§crushE traitZs ~ la curcumine, les vitesses de
conduction nereuses motrices ont ZtZ rZtablies.

La densitZ des fibres myZlinisZes, grandes et pesieplus faible chez tous les
animauxCcrushEet le traitement " la curcumine n'a eu aucun effet sur ce paramstre. De plus,
des clusters de rZgZnZration ont Z&émids chez tous les ralsrushE Chez les animaux
CcrushEtraitZs " la curcumine, le nombre de clusters de rZgZnZration a ZtZ rZduit. Ces rZsultats
ont ZtZ confirmZs par des analyses morphomZtriques qui ont Zgalement montrZ un profil de
distribution de la taille des fibres indiquant un processus de rZparation plus rapide pour le
groupe traitZ " la curcumin&OZpaisseur da fjaine de myZline et le degrZ de myZlinisation
(g-ratio) sontsignificativement plus faibkechez les animaux traitZs avacsdution salineou
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le vZhicule. Chez les ra@crushEtraitZs ~ la curcumine, I'Zpaisseur de la gaine de myZline et

le degrZ de myZlinisation ont ZtZ amZliorZs. De plus, l'atrophie des muscles dZiseti&fs,

de la perte des fibres nerveuses motricesleela dZmyZlinisation, a ZtZ rZdu@&.ce au
traitement par la curcumine. Enfin, nous avons montrZ que la curcumine augenent
sensiblement I'expression des protZines de la myZline compacte MPZ et PMP22, ce qui indique
que la curcumine favorise la remy#$iationdes fibres nerveuse€ependant, I'expression de

la protZine MBPest rest# plus faible chez tous les anima@crushE, quel quesoit le
traitement

Dans nos conditions, une augmentation de l'infiltration des macrophages dans les nerfs
sciatiquesde tous les groupeScrushE a ZtZ observZe, sans aucun effet du traitement ~ la
curcumine. Une production de ROS a ZtZ dZtectZe dans les smatiqueslZsZset a ZtZ
clairement limitZe dans le groupe traitZ " la curcumiiia de dZterminer la soce de ROS,
nous avons ZtudiZ I'expression des principales enzymes impliquZésudansduction : la
xanthine oxydase et la NADPH oxydase. Les rZsultats n‘'ont montrZ aucune diffZrence dans
l'expression de ces deux protZines. Fait intZressant, nousodsengZ cheiusles animaux
CcrushE une augmentation de l'expression de l'enzyme myZloperoxydase, qui est
particulisrement exprimZe par les macrophagesstiien connue poutre impliquZe dans la
gZnZratiomles ROS. La curcumine n'a paedifiZ IOepressiorde la myZloperoxydase mais a
rZduit la production de ROS et la peroxydation des lipides.

Dans cette Ztude, le tramnent " la curcumine augmergignificativement I'expression
du Nrf2 (un facteur de transcription impliquZ dans la production g@enantioxydante) et
contribueainsi au fort pouvoir antioxydant de la curcumine.

In vitro, le prZtraitement avec de faibles doses de curcutdinniaue la production de
ROS induite par D, et amZlioe la fonction mitochondriale. Ces rZsultats sont enracagec
nos expZriences vivo, confirmant ainsi que la curcumij@ue un r™Ielans la captation des
ROS.

Enfin, nous avons montrZar simulationde dynamique molZculairen(silico), quela
curcumine sOingfacilement et se partitiomrapidement dankes bicouches lipidiques des
cellules de Schwann. En raison de son caractere amphiphile, la curceshpesitionnZe au
contact de la rZgion de la tete polaire et de la rZgion insaturZe des acides gras polyibaaturZs.
curcumine estioncun candidat peirtent pour pZnZtrer les bicouchegdigues des cellules de
Schwann et inhibefa peroxydation des lipidegrotZgeantainsi la membrane contre la

dZgradatiornduite par lesROS.
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I Discussion

Les rZsultats des tests fonctionnddsisnotre modsle dOZcrasent du nerf sciatique
chez le ratCcrushE, correspondenaux donnZes de la littZrature. En effet,d&ficits et la
rZcupZration fonctionnelle observZs dasdésts dia sensibilitZ mZcanique Ab@rtement des
doigts de la patte, de force dOagripgreiret ddocomotionsont en adZquation avec les donnZes
dOautsZtude (Bester et al., 200qAntunes et al., 201Bozkurt et al., 2011)

Dans des Ztudes prZcZdentésa ZtZ dZmontrZ que la curcumine amZliore la
rZcupZration foniinnelle dansles modsles animaux (e neuropathie gZnZtig(thajavi et
al., 2005)Khajavi et al., 2007JOkamoto et al., 2013Patzk— et al., 201 2)) de neuropathie
autoimmunes(Han et al., 2014)(iii) de neuropathie induite par l'alcool, le diabste, ou la
chimiothZrapigKandhare et al., 201ZKaur et al., 2017]Lv et al., 2018 Daugherty et al.,
2018)(Agthong et al., 2015(Al Moundhri et al., 2013gt (iv) de neuropathies traumatiques
rZsultant dOZcrasement, de constriction chroniquesactiten(Ma et al., 2013]Noorafshan
et al., 2011afNoorafshan et al., 2011lfYYce et al., 2015)Zhao et al., 2017§Zhao et al.,
2012)(Jeon et al., 2013Moini Zanjani et al, 2014)(Mohammadi and Mahmoodi, 201@)iu
et al., 2016)Cependant, dans toutes ces Ztudadose de curcumine utilisfinjectZe par voie
orale ou intrapZritonZal@tait comprise entre 50 et 300 mg/kg. Ces doses sont clairement
inappropriZes pounne utilisation chez I@hme. La prZsente Ztude a mndnque, 3 ~ 5
semaines apres la IZsidfadministration localet continued'une faible dose de curcumine (0,2
mg/jour)accZlerda rZcupZration de la sensibilitZ tactile, des paranfenesionnelsde la patte
ipsilatZralg(SSI), de la force dOagrippemeées membres postZrieurs et de la marche. E notre
connaissance, la seule autre Ztude indiquant un effet bZnZfique de la curcumine " faible dose
est celle publiZe par Mohammadi et Mahmoodi (2013), dans laquelle les coeduetgxen
silicone (susceptibles de favoriser la rZgZnZrattmmtenant 5 mg/mL de curcumine dans un
modele de section complete du nerf sciatique chez le rat. Cependant, cette mZthode
d'administration n'assure pas une administrationtinuede curcuminepuisqle elle-ci se
dZgrade rapidement. Ensemble, ces donnZes mettent en Zvidence le r™le bZnZfique de I
curcumine” faible dosedans la rZcupZian fonctionnelle apres IZsion traumatigdes nerfs
pZriphZriques.

Par ailleurs, ne faible dose de curcungiapermis dOamZliorer la vitesse de conduction
nerveuse aprede CcrushE De plus, ces rZsultats ont ZtZ confsrpzr les analyses
histologiques et biochimiques qui ont monirZpaississement de la gaileemyZline chez les
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rats traitZs avec la curmine et une augmentation de IOexpression des praidiaetZristiques
de la myZline compactainsi, ces rZsultats montrent que le traitement ave faible dose de
curcuminepermetune remyZlinisatioplus rapidedes fibres nerveuses.

Nos rZsultats dZontrent Zgalementa persistanceés semaines apres la IZsiodQun
important stress oxydant dans le nerf sciatique et au niveau systZmique. La source de stress
oxydant serait notamment les macrophag&&ce fa sZcrZtion de la myZloperoxydasee
enzyme po-oxydante Dans nos conditions, la curcumine nOa pas rgthiclementla
production des enzymes poaydants mais a significativement augmentZ le faor de
transcription Nrf2. Ce feteur de transcription se fixe sur la rZgion ARE de IOADN et permet
ainsi la production dOenzymantioxydants par les cellules, comme la catalade,
peroxitZdoxine, |iemeoxydZnasd., la glutathion peroxidaseE Des rZsultats supplZmentaires
obtenis parI@nalyse protZomique aeerfs sciatiquessemblent confirmelOaugmeation de
IOexpression dOenzymes antioxyda(geroxiredoxine 1 et 2thioredoxine, glutathion
peroxidase 1, 6PGDH et superoxide dismutéZsultats en cours dOanalyse)

Enfin, le dosge du malondialdd/de dans les urines, qui est un meg de
peroxydation lipidique amontrZ que le &itement ~ la curcumine limit€oxydation des lipides
membranaires et aingiotegeles membranes lipidiques. Ces rZsultats ont ZtZ cosfranZa
simulationde dynamique molZculaire, quireontrZ que la curcuminghstre facilement dans
les membranes lipidique, du fait de sa positiosous les tstes polaires, blogli@initiation et
la propagation de la peroxydation lipidique.

Pris ensemble, nos rZsultats montrent que IOadministration locale de curcumine " faible
dose amZliore la rZcupZration fonctionnelle, la vitesse de conduction nerveuse et la
remyZlinisation apresne IZsion traumatiquenez le rat. De plus, la prZsente Ztude indique que
la curcumine combine toutes les caractZristiques requises pour streiaxyademt efficace
notamment dansimembrane des cellules de Schwann, protZgeant ainsi la gaine de myZline.
Ces rZsultats dZmontrent que I'administration locale et continue d'une faible dose de curcumine
reprZsente une modalitZ thZrapeutique promettemsela rZparation des nerfs pZriphZriques.
Ainsi, la curcumine peut stre considZrZe comme un bon candidat pour des approches
thZrapeutiques basZes sur des systemes de dZlivrance soetr®ddting tels que les

hydrogels, les implants soasitanZs, lesibes bisfonctionnalisZs ou les nanoparticules...
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Traumatic injuries to peripheral nerves are frequent, however, speci ! c pharmacological treatments
are currently lacking. Curcumin has antioxidant, anti-in " ammatory and neuroprotective properties
but high oral doses are required for therapeutic use, particularly due to its low bioavailability. The
aim of the present study was to investigate the effects of local and continuous treatment using low
curcumin doses on functional recovery and nerve regeneration after rat sciatic nerve crush (SNC).
Curcumin was administered by osmotic pumps with  a catheter delivering the drug at the injury
site (0.2mg/day for 4 weeks). Functionally, early improvements in mechanical sensitivity, ! nger
spacing of the injured paw, skilful walking and grip strength were observed in curcumin-treated
animals. The curcumin treatment increased expression of compact myelin proteins (MPZ and
PMP22), myelin sheath thickness and, co rrespondingly, increased motor and sensitive nerve con-
duction velocity. Microscopic analysis of gastrocnemius muscle indicated a curcumin-induced
decrease in neurogenic lesions. Curcumin treatment reduced the production of reactive oxygen
species (ROS) (which were notably produced by macrophages), lipid peroxidation and increased
expression of transcription factor Nrf2.  In silico analyses indicated that curcumin combines all the
characteristics required to be an ef ! cient lipid peroxidation inhibitor at the heart of biological
membranes, hence protecting their degradation due to ROS. This antioxidant capacity is likely to
contribute to the bene ! cial effects of curcumin after SNC injury. These results demonstrate that,
when administrated locally, low doses of curcumin represent a promising therapy for peripheral
nerve regeneration.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: ARE, Antioxidant responsive element; APL, Area per lipid; BW, Beam walking; CMAP, Compound muscle action potential; GST-P, Glutathione S-transfer  ase
P; HES, Haematoxylin-eosin-safran; HO-1, Heme-oxygenase 1; ITSF, Intermediate toe spread factor; MDA, Malondialdehyde; MD, Molecular dynamic; M NCV, Motor nerve
conduction velocity; MBP, Myelin basic protein; MPZ, Myelin protein zero; MPO, Myeloperoxidase; p67phox, NADPH oxidase; NQO1, NADPH quinone oxido reductase-1; NPT,
Number, pressure and temperature; Nrf2, Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2; PMP22, Peripheral myelin protein 22; PN, Peripheral nerves; PEG, Polyethylene glycol;
POPC, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; ROS, Reactive oxygen species; RESP, Restrained ! t of Electrostatic Potential; SNC, Sciatic nerve crush; SCs, Schwann
cell; SNCV, Sensitive nerve conduction velocity; SSI, Static sciatic index; TBARS, Thiobarbituric acid reactive substances; TSF, Toe spread facto r; XO, Xanthine dehydrogenase/
oxidase.
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1. Introduction

Traumatic injuries to peripheral nerves (PN) are frequent and
represent an important source of disability. PN trauma usually re-
sults from injuries to upper and lower extremities (car crashes,
home and/or of ! ce accidents etc. E ) and the aetiology of these
lesions is very heterogeneous (laceration, section, elongation,
crushing). Studies conducted in polytraumatized patients (  Noble
et al., 1998; Selecki et al., 1982) reported that 2 e 3% of them had
lesions to PN (approximately 5% including plexus and spinal root
lesions). Considerable progress has been made in the understand-
ing of PN repair/regeneration, notably concerning self-repair pro-
cesses. However, this self-repair capacity of PN remains limited and
the quality of nerve ! bre repair depends on many factors, such as
the size and the location of the lesion and the age of the patient.
Spontaneous repair/regeneration is generally ineffective after se-
vere PN damage. Microsurgery restores nerve continuity and im-
proves repair. However, nerve regeneration is a very complex
process, involving interactions between cellular elements, the
extracellular matrix and many cytokines and growth factors.
Because of this complexity, surgical approaches rarely promote full
functional recovery of the injured nerve. The improvement of this
associated morbidity remains an important clinical issue. The
sciatic nerve crush (SNC) model is widely used to experimentally
induce an axonotmesis-like moderate PN injury in rodents, char-
acterised by destruction of the myelin sheath and downstream
Wallerian degeneration ( Robinson, 2000). The supporting connec-
tive tissue is preserved and can serve as a guide for re-growth of
distal axons. Although axon regrowth may be slow (1 mm/day), the
recovery after SNC is usually complete.

To date, there is no speci! ¢ pharmacological treatment that
improves nerve repair after injury and thus preclinical models
remain essential. Many experimental studies have been carried out
to evaluate the effects of putative bene ! cial treatments on nerve
repair, including drugs (neurotrophic factors, hormones and
chemical compounds), lasers or low-frequency magnetic ! elds.
However, these treatments showed limited bene ! cial effects (YYce
et al., 2015).

Curcumin (also called diferuloylmethan), a polyphenol from the
curcuminoid family, is mainly extracted from rhizomes of ~ Curcuma
longa. It exhibits multiple pharmacological properties including
neuroprotective and anti-in " ammatory effects ( Zhou et al., 2011),
and has been extensively reported to be a multipotent antioxidant
(Zhang et al., 2006). However, there is no consensus concerning its
pharmacological targets. A putative effect on transcription factor
Nrf2 has been suggested. Nrf2 binds to the promoter sequence
known as the antioxidant responsive element (ARE), a region which
regulates the gene expression of enzymes involved in protection
against oxidation and in detoxi ! cation (Esatbeyoglu et al., 2012). In
agreement with this hypothesis, curcumin has been shown to in-
crease the expression of detoxi! cation enzymes such as gluta-
thione S-transferase P (GST-P), NADPH quinone oxidoreductase-1
(NQO1) and antioxidant enzymes such as heme-oxygenase 1 (HO-
1) (Smejkal, 2014). In addition, it has been shown in vivo (brain
in" ammation model) that curcumin decreases expression of the
pro-oxidant enzyme NADPH oxidase ( He et al., 2010). Moreover, a
signi! cant increase in oxidative stress, concomitant with the
demyelination process, was observed in a rat SNC model ( Renno
et al., 2017). This makes curcumin a promising candidate to treat
SNC. However, the past 30 years of studies have shown very low
bioavailability of curcumin, resulting from a poor intestinal ab-
sorption, a rapid metabolism, and/or a very quick elimination from
the body (Anand et al., 2007). Low concentrations of curcumin in
blood serum were observed both in animal models (after oral and
intraperitoneal administration) and in clinical studies (after oral

administration) ( Wabhlstr bm and Blennow, 1978 ; Shoba et al., 1998).
The issue of low bioavailability necessitates the use of very high
doses to obtain therapeutic effects in vivo. Recently, it was shown
that, at intraperitoneal doses ranging from 100 to 300 mg/kg/day,
curcumin promotes nerve regeneration and functional recovery
after SNC injury in normal or diabeticrats ( Maetal., 2013; Ma etal.,
2016). Moreover, it was reported that, at an oral dose of 100 mg/kg/
day, curcumin induces functional recovery in animals and has a
neuroprotective effect on dorsal root ganglia after SNC in rats
(Noorafshan et al., 2011a; Noorafshan et al., 2011b). In another
recent study, it was reported that curcumin promotes cell auto-
phagy, remyelination and axon regeneration two months after SNC
in rats treated with an intraperitoneal dose of 100 mg/kg/day ( Zhao
etal.,, 2017). However, the very high doses which were used in these
studies are not applicable in humans.

To the best of our knowledge, the effects of low doses of cur-
cumin on the functional recovery and its antioxidant potential after
SNC have not been investigated to date. The present study inves-
tigated the therapeutic effects of a low curcumin dose in a rat
model of SNC. Thus, a treatment consisting of a local and contin-
uous low dose of curcumin was delivered to rats submitted to
unilateral SNC. Functional recovery was evaluated on sensori-
motor behaviour and electrophysiological recordings. Morpho-
metric measurements and expression of the main myelin proteins
were determined and the antioxidant activity of curcumin was
investigated in vivo and in vitro . Finally, molecular dynamic (MD)
simulations were carried out to predict the capacity of curcumin to
insert into lipid bilayers ( Di Meo et al., 2016 ; Fabre et al., 2015a;
Fabre et al., 2015b; Palonc! ova et al., 2014; Massiot et al., 2017;
JBmbeck and Lyubartsev, 2013).

2. Materials and methods
2.1. Animals

The experiments were performed on 44 male Sprague-Dawley
rats (body weight 200 e 220 g; Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
France). Animals were individually housed in cages with an
enriched environment and maintained on a 12 h light/dark cycle, at
a room temperature of 22 'C, with ad libitum access to food and
water. All animal experimentation was performed according to
recommendations of the European Directive of 22 September 2010
(2010/63/EU) on the protection of animals used for scienti ! ¢ pur-
poses, and experimental protocols were speci ! cally approved by
the Regional Animal Experimentation Ethics Committee (CREEAL
n' 16-2013-16). All efforts were made to reduce the number of
animals used and to ensure their optimal conditions of well-being
before, during and after each experiment. All rats were observed
daily for general well-being. The weight of the animals was
measured weekly. No weight loss was observed in any experi-
mental group (data not shown).

2.2. Surgical procedures

Anaesthesia was induced by the intraperitoneal injection of a
solution containing 100 mg/kg of ketamine (Imalgene 1000, Merial,
Lyon, France) and 4 mg/kg of xylazine (Rompun 2%, Bayer, Lyon,
France). The unilateral SCN injury of the left leg was performed as
previously described ( Richard et al., 2014). In brief, after nerve
isolation, a non-serrated clamp exerting a constant force (Stevens
needle holder, World Precision Instruments, Berlin, Germany) was
directly pressed onto the sciatic nerve 1.5 cm above the bifurcation
for 30 s to create a 2 mm-long crush injury. The jaws of the clamp
were coated with carbon powder to precisely delimit the crush site.

A mini-osmotic pump (Model 2004; " ow rate: 0.25 ni/h, duration:
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28 days, pump capacity: 200 nL; Alzet, Cupertino, CA, USA) was
implanted immediately after nerve crush. A vinyl catheter (Durect
Corp., Cupertino, CA, USA), which was previously ! lled with cur-
cumin, was connected to the pump to deliver the treatment at the
injury site. An incision was performed on the catheter just above
the nerve lesion site and the catheter tip was obstructed. The pump
was implanted subcutaneously in the thoraco-lumbar region. An
incision was made between the biceps femoris and gastrocnemius
muscles to create a passage for the catheter. The catheter was then
curved over the nerve crush site and secured by sutures onto the
muscle (Lever et al., 2007). Finally, muscles and skin were sutured
using suture threads and surgical staples, respectively. A subcu-
taneous injection of analgesic (buprenorphine 0.05mg/kg,
Buprkcare, Axience SAS, Pantin, France) was carried out after sur-
gery, once a day for three days.

2.3. Drug treatments

Curcumin (Sigma, St. Louis, MO, USA) was solubilized in poly-
ethylene glycol (PEG) 300 (Sigma) at a concentration of 35 ny/mn.
The rats were randomly divided into 4 groups: rats uninjured and
untreated (sham group, n ! 10); rats with SNC injury and treated
with saline (SNC " saline group, NaCl 0.9%, n! 10); rats with crush
injury and treated with vehicle (SNC vehicle group, PEG-300,
n ! 12); and rats with crush injury and treated with curcumin
(SNC" curcumin group, curcumin/PEG-300, n ! 12). The volume
and the " ow rate of mini-osmotic pumps allowed the continuous
delivery of curcumin at a dose of 0.2 mg/day for 4 weeks. Taking
into account the dead volume of the catheter, whichwas ! lled with
curcumin prior to implantation, the delivery of curcumin persisted
until 1 week later. Thus, animals were euthanized at 5 weeks.

A preliminary study (n ! 3 animals per group) was conducted to
check that the PEG-300 and curcumin doses used in this study were
not toxic. Curcumin/PEG-300 administered using an osmotic mini-
pump close to an uninjured sciatic nerve, for 28 days at the 0.2 mg/
day dose, did not produce macrophage invasion, histological lesions
(! bre degeneration, demyelination, ovoid E ) or modi ! cations of
the nerve conduction velocity (data not shown).

2.4. Experimental design

Behavioural analysis was performed every week during the 5
weeks of treatment. The response to a mechanical stimulus using
the Von Frey's ! lament test, skilful locomotion of animals using the
beam walking test, spacing of the hind limb ! ngers of animals using
the visual SSI test, and grip strength of hind limbs of animals were
evaluated before surgery (reference test: ref. test) and at 1 week
(W1), 2 weeks (W2), 3 weeks (W3), 4 weeks (W4) and 5 weeks
(W5) after SNC. The electrophysiological study was performed at
W5 immediately prior to animal euthanasia. At euthanasia, the SNC
site and the downstream region (distal part) of the nerves were
collected. The sample from the SNC site was used for light and
electron microscopy. The downstream part was divided into two
segments: one frozen for reactive oxygen species detection and one
used for immunoblotting analysis. Finally, the analysis of curcumin
insertion in an in silico membrane model was performed.

2.5. Behavioural analysis

2.5.1. Sensory analysis

The hind paw withdrawal threshold in response to a mechanical
stimulus was measured every week during the 5 weeks of treat-
ment using a series of von Frey's ! laments (Bio-VF-M, Bioseb,
France). The forces applied ranged from 6 g to 100g. Due to the
! lament size (greater than 1 g) neuropathic pain behaviours were

not evaluated in the present study ( Bester et al., 2000; Decosterd
et al., 2002). Brie"y, rats were placed in a plastic cage on a metal
mesh " oor and were allowed to acclimatize to this set up prior to
testing. Von Frey ! laments were applied to the mid-plantar surface
of left hind-limbs for 10s. Filaments were applied in ascending
order and the smallest !lament eliciting a paw withdrawal
response was considered as the threshold stimulus ( Vogelaar et al.,
2004). Because of the physical properties of the material consti-
tuting the !laments, all experiments were performed at room
temperature (18 e 24 #C) and 60e 80% hygrometry, with the aim of
providing better reliability of the results. The task was performed
just prior to surgery (ref. test) and at W1, W2, W3, W4 and W5 after
injury, with 3 trials per day in each testing session (with 5min of
resting between each test).

2.5.2. Visual static sciatic index test

Spacing of the paw ! ngers of animals was evaluated using the
visual static sciatic index (SSI) test. The animals were placed into a
transparent glass container (21 $ 14 $ 10 cm) which was located on
a transparent base plate. lllumination was achieved using two light
sources. A webcam (QuickCam Pro 9000, Logitech, Fremont, CA,
USA), positioned under the plate, was connected to a computer
running a custom made image acquisition program ( Bozkurt et al.,
2008a,b). The images of the plantar surface of the animal paws
were then acquired. Over a period of 10 min, a total of up to 50
images were taken for each animal. The images were collected just
prior to surgery (ref. test) and at W1, W2, W3, W4 and W5 after
SNC. The images of the animal hind paws were then exported to an
image editing program (AxioVision LE Rel. 4.4, Zeiss, Jena Germany)
for quanti ! cation of the toe spread. The distances between the ! rst
and the ! fth toe (1 e5) (toe spread, TS) and between the second and
the fourth toe (2 e 4) (intermediate toe spread, ITS) were measured.
Among these images, ! ve were selected by using the following
criteria: (1) the animal presented a straightened body; and (2) the
animal had all four paws in contact with the transparent base (non-
rearing) ( Bozkurt et al., 2011 ). The measurements were averaged to
determine the parameter values and their standard deviations.
Ratios of hind paw parameters (1 e5 toe spread factor [TSF] and 2e 4
intermediate toe spread factor [ITSF]) were determined as
described by Bervar (2000) for both ipsilateral and contralateral
paws. All measurements were made by a single observer. The SSI
was calculated as follow: SSI'! (108.44 TSF)" (31.85ITF) -5,49. The
SSI value, which is around -5 in control conditions, falls to
approximately -90 after SNC ( Navarro, 2016).

2.5.3. Grip strength test

The grip strength test was performed just prior to surgery (ref.
test) and every week during 5 weeks after SNC (W1, W2, W3, W4
and W5). The grip strength meter (BIO-GS3, Bioseb, France) was
positioned horizontally and the rats were held by the tail and
lowered towards the apparatus. The rats were allowed to grab the T
bar and were then pulled backwards in the horizontal plane. The
force applied to the bar just when the animal lost grip was recorded
as the peak tension ( Meyer zu Horste et al., 2007 ). Three trials per
day were performed in each testing session (with 10 min of resting
between each test) and the mean values were calculated for sta-
tistical analysis.

2.5.4. Sensorimotor tests: skilled locomotion

Skilful locomotion was tested using the well-established beam
walking task evaluating the ability of rats to maintain balance while
walking along an elevated beam ( Korenova et al., 2009). The beam
consisted of a narrow wood strip (3cm width and 200 cm long)
placed horizontally 80 cm above the bench surface. The starting
area was composed of a square platform (30 $ 30 cm) overhung by
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two bright lights (50 W) used as negative-reinforcement paradigm.

A darkened goal box (30 ! 30! 30cm) was located on the opposite
end of the beam, allowing rats to escape from light (aversive
stimulus). Two days before surgical procedures, rats were trained.
On the ! rst try, each animal was placed on the beam at 50 cm from
the goal box and was progressively moved back on subsequent
trials (from the midpoint of the beam on the second trial and from
the starting area on the third trial). Between each trial, the rat was
maintained 30 s in the darkened goal box. A ref. test was performed
just prior to surgery and the sensory-motor impairment resulting
from SNC was evaluated at W1, W2, W3, W4 and W5 after injury,
with 3 trials per day in each testing session (with 10 min of resting
between each test). Each trial was recorded on a video camera
(QuickCam  Pro 9000, Logitech, Fremont, CA, USA) connected to a
computer. The sensorimotor impairment was evaluated from video

! les with scoring criteria taking the beam crossing latency and the
number of hind-limb slips into account. The rating scale was
adapted from Korenova et al. (2009) . The mean score of each animal
was used for statistical analyses. The inability to perform the task
was assigned to a score of 10.

2.6. Electrophysiological analysis

The electrophysiological study was performed at W5, just prior
to animal euthanasia. Rats were anesthetized as mentioned above
and normal body temperature was maintained using a heated mat
(CMA450, Harvard Apparatus, Les Ullis, France). The sciatic nerve
was exposed. A bipolar hooked platinum stimulating electrode
(Harvard Apparatus, Les Ullis, France) was placed under the sciatic
nerve, downstream (distal) and then upstream (proximal) to the
crushed site. A ground electrode was placed on the tail. A recording
electrode was implanted in the gastrocnemius muscle to record the
M wave (compound muscle action potential: CMAP) and the H
re" ex. Both the M wave and H re " ex were measured (PowerLab/
26T, (ADInstruments, Paris, France) after stimulation of the distal
and proximal regions of the sciatic nerve with supramaximal im-
pulse of 0.1 ms and 5Hz and increasing intensities (from 0.2 to
8 mA). Motor nerve conduction velocity (MNCV) was calculated
from the latency difference between the M wave after successive
distal and proximal stimulations at two sites ( Meyer zu Horste
et al.,, 2007). Sensitive nerve conduction velocity (SNCV) was
calculated from the latency difference between the H re " ex after
successive distal and proximal stimulation at two sites ( Meyer zu
Horste et al.,, 2007). The M wave and H re"ex peak-to-peak
amplitude (distal and proximal) and M wave and H re " ex latency
(distal and proximal) of onset were recorded.

2.7. Microscopic analysis

2.7.1. Nerve

Crushed or control left sciatic nerve samples were collected and
I xed at 4 "C in 2.5% glutaraldehyde in sodium cacodylate buffer,
rinsed and post ! xed at 4 "C in a 1% osmium tetroxide solution.
Samples were then dehydrated in graded alcohol and acetone baths
and embedded in epoxy resin (Euromedex, Souffelweyersheim,
France). After polymerization (for 48hat 60 "C), samples were
removed. Semi-thin transverse sections (1.5 mm) stained with to-
luidine blue were used for morphometric evaluations which were
conducted by one blinded examiner. Axonal regeneration was
estimated by the total number of myelinated axons per nerve and
the mean diameter of nerve ! bres (frequency histograms of nerve
! bre diameters). Myelin sheath thickness was calculated by the
formula: (! bre diameter - axon diameter)/2. The degree of myeli-
nation was estimated by the axonto ! bre diameter ratio and myelin
thickness to axon diameter ratio (G-ratio). Ultrathin sections

(60e 100 nm thickness) were collected on 200 mesh copper grids
and stained with uranyl acetate and lead citrate. Sections were then
examined using a JEM-1011 transmission electron microscope at
80 keV (JEOL, Croissy-sur-Seine, France). Ultrathin sections were
used for morphological evaluation which was conducted by one
blinded examiner. In each group, the total number of axonal clus-
ters of regeneration, macrophages and capillaries per nerve were
counted.

2.7.2. Muscle

The gastrocnemius muscles in the injured limbs were collected
at W5. Muscle samples were ! xed with formalin, embedded in
paraf! n and 5 Nm sections were stained with haematoxylin-eosin-
safran (HES). For each sample, images (Nikon optical microscope
H600L (Nikon,Tokyo, Japan) were taken from three randomly-
chosen ! elds. Diameter of muscle ! bres was measured using NIS-
Element software (Nikon, Champigny-sur-Marne, France) by one
blinded examiner. In each group, diameter of gastrocnemius mus-
cle ! bres and their repartition were analysed.

2.8. Detection of total reactive oxygen species

Frozen transverse sections of left sciatic nerve (5 nmm) were
washed with phosphate buffered saline (PBS) and incubated with
5MM CellROX-Green reagent (Life Technologies GmbH, 64293
Darmstadt, Germany) for 30 minat 37 "C. Nuclei were counter-
stained using DAPI. Total reactive oxygen species (ROS) production,
evaluated by green " uorescence intensity, was measured by " uo-
rescence microscopy (Nikon optical microscope H600L) and pic-
tures were captured using a Nikon digital camera (Nikon,
Champigny-sur-Marne, France). All images were processed using
the NIS-element software (Nikon, Champigny-sur-Marne, France).
To quantify positive cells for each marker, 3 e5 ! elds were counted
using ImageJ software (NIH, USA). The Gtained cells/number of
total cells Oratio was calculated for each ! eld to evaluate the per-
centage of ROS-positive cells.

2.9. Analysis of thiobarbituric acid reactive substances

Urine samples were collected at W5, just prior to animal
euthanasia and were band stored at -80 "C until analysed. Lipid
peroxidation was quanti ! ed by the determination of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS). The standards were obtained by a
dilution range of malondialdehyde (MDA) in distilled water (5, 2.5,
1.25, 0.62, 0.31, 0.16, 0.08 and 0nM). Trichloroacetic acid 10% was
added to urine samples and standards to precipitate proteins. Then,
the TBA reagent (0.67% TBA, 30% Tris 0.1M, 6.6% NaOH 2N) was
added to urine samples and standards. Urine samples and stan-
dards were heated in a water bath at 95 "C for 30 min and were
then cooled in ice water and centrifuged for 10 min at 2000 rpm.
Absorbance of the supernatant was read at 532 nm, and the con-
centration of TBA-MDA equivalents was calculated from a standard
curve derived from MDA. Concentration of MDA was reported to
creatinine concentration. Urinary creatinine concentrations were
measured using Cobas C701 automatic analyser (Roche Diagnostics,
Meylan, France).

2.10. Western blotting

A 1-cm-long fragment of left sciatic nerve was homogenized,
sonicated in BUST buffer (0.5% SDS, 8 M urea, 29%-mercaptoetha-
nol, 0.01% proteinase inhibitor cocktail and 50 mM Tris, pH 7.4) and
centrifuged at 100,000 rpm for 1 h at room temperature. The pro-
tein concentrations in the supernatants were measured using a
protein assay kit according to manufacturer's recommendations
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(ThermoFisher scienti! c, lllkirch, France) and a QuBit 3.0 "uo-
rometer. Equal amounts of homogenate (20 ny of total proteins)
were loaded onto a Novex 4 e20% polyacrylamide mini-gel
(XP04200BOX, ThermoFisher scienti! c, lllkirch, France), separated
by SDS-PAGE and electro-blotted onto a nitrocellulose membrane
(Trans—BIot“ Turbo? Mini PVDF Transfer Packs #1704156, Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). Blots were then blocked with 0.1%
Tween 20 and 5% skimmed milk in PBS and incubated overnight
with mouse monoclonal antibodies recognizing  b-cytoplasmic
actin, myelin protein zero (MPZ), myelin basic protein (MBP) or
CD68 (ED1), or with rabbit polyclonal antibodies recognizing pe-
ripheral myelin protein 22 (PMP22), PECAM-1 (CD31), Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), NADPH oxidase
(P67phox), xanthine dehydrogenase/oxidase (XO) or myeloperox-
idase (MPO) (see Table 1). Speci ¢ peroxidase-conjugated second-
ary antibodies were used to detect the primary antibodies. Protein
bands were developed using the ECL system (Bio-Rad) and
captured by G-box chemi XT4 (Syngene, Cambridge, UK). Protein
band intensities were then quanti ! ed using ImageJ software (NIH,
USA).

2.11. Cell isolation and culture, oxidative stress analysis

Schwann cells (SCs) were isolated from sciatic nerves of 8
weeks-old rats (Sprague-Dawley male rats, body weight
200e 220 g; Janvier Labs) according to Kaewkhaw et al. (2012) .
Brie"y, sciatic nerves were isolated, minced into small pieces and
transferred in DMEM D-valine (biological industries, Kibbutz Beit-
Haemek, Israel) containing 19 IU/mL dispase (ThermoFisher sci-
enti! c) and 125 IU/mL collagenase (ThermoFisher scienti ! c) for
3hat 37 ' C. Digestion product was further mechanically dissoci-
ated, ! ltered through a 40- mm cell strainer and centrifuged at
1400 rpm for 5min. The pellet was re-suspended in SC culture
medium: DMEM p-valine * 2 mM glutamine (Gibco) " 10% foetal
calf serum (Gibco) " 1% N2 Supplement (Gibco) * 20 ng/mL bovine
pituitary extract 5 nM forskolin (Gibco) " 100 U/mL penicillin/
streptomycin (Gibco) " 250 ny/mL fungizone (Gibco) and plated on
poly- L-lysine (Sigma-Aldrich) collagen-coated dishes. SCs were
identi! ed by S-100 immuno " uorescence staining as previously
reported ( He et al., 2018).

According to He et al. (2018) with minor modi ! cations, cells
were pre-treated during 8 h with curcumin (0.1 M) (Sigma) ( Tello
Velasquez et al., 2016). To induce oxidative stress injury, SCs were
subjected to H,0, (0.1 mM) treatment for 8h. Total ROS and
mitochondrial superoxide productions were evaluated using
respectively CellROX-Green reagent (Life Technologies GmbH) and
MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator (Life

Technologies GmbH) according to manufacturer's recommenda-
tions. Nuclei were counterstained using DAPI. Green " uorescence
intensities and red " uorescence intensities, resulting respectively
from total ROS and mitochondrial superoxide productions, were
measured using " uorescence microscopy. The Gtained cells (spe-
cil ¢ staining)/number of total cells (DAPI staining) Oratio was
calculated for each ! eld to evaluate the percentage of positive cells.
In addition, the effects of curcumin and/orH ,0, treatment were
evaluated on mitochondrial membrane potential ( DJ m), according
to He et al. (2018). Changes in DJ m, one of the markers of mito-
chondrial function, were estimated by the uptake of rhodamine123
(Rho123; Sigma). Rho123 accumulates in normal mitochondria,
but, in stressed mitochondria, a decline in  DJ m induces a leakage
of Rho123 from the mitochondria, leading to a reduction of the red
" uorescence intensity. At the end of the H ,0O, treatment, cells were
incubated with Rho123 (10 ny/mL) at 37 'C for 20 min. After
washing, analysis was performed using " uorescence microscopy.
The Gtained cells (speci! ¢ staining)/number of total cells (DAPI
staining) Oratio was calculated for each ! eld to evaluate the per-
centage of positive cells.

2.12. In silico methodology

MD simulations were carried out using a lipid bilayer made of
128 lipids, either containing 100% POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl- sn-
glycero-3-phosphocholine) molecules or a 25% cholesterol and 75%
POPC mixture (i.e., 1:3 cholesterol:POPC). The surrounding hydra-
tion system was made using 42 water molecules per lipid, the water
molecules being described by the explicit TIP3P model ( Price and
Brooks, 2004). Physiological conditions were mimicked by 0.15 M
NaCl distributed in the bulk water. Each membrane model was ! rst
equilibrated in the absence of curcumin. The topology of curcumin
in its enol form was obtained from the PRODRG webserver
(SchYttelkopf and van Aalten, 2004 ). Atomic charges were derived
from the Restrained ! t of Electrostatic Potential (RESP) approach as
implemented in R.E.D. software ( Dupradeau et al., 2010), calculated
at the DFT B3LYP/aug-cc-pVTZ level of theory with Gaussian09
(Frish et al., n.d.). MD simulations were carried out using the GAFF
(Wang et al., 2004) and Slipids (Jmbeck and Lyubartsev, 2012)
force ! elds for curcumin and lipid bilayers, respectively. Particular
attention was paid to the atom types along the curcumin chain to
correctly account for p-conjugation.

Two types of simulations were performed: one mimicking low
concentrations, for which, only 1 curcumin was placed per lea " et,
the 2 curcumins in the two lea " ets having no interaction along the
simulation; another simulation was carried out mimicking high
local curcumin concentration, for which 6 curcumin molecules per

Table 1

Antibodies used for Western blotting.
Primary antibodies* Dilution Reference
Mouse monoclonal anti- b-cytoplasmic actin 1/1000 Sigma-Aldrich (Lyon, France): A5441
Mouse anti-myelin protein zero (MPZ) 1/5000 Gift of Joan J. ARCHELOS Univ. of Graz, Austria
Mouse anti-myelin basic protein (MBP) 1/200 BioLegend (London, UK): 808401
Rabbit polyclonal anti-peripheral myelin protein 22 (PMP22) 1/200 Sigma-Aldrich (Lyon, France): SAB4502217
Rabbit polyclonal anti-PECAM-1 (CD31) 1/500 Santa Cruz (Heidelberg, Germany): SC-28188
Mouse polyclonal anti-CD68 (ED1) 1/200 Sigma-Aldrich (Lyon, France): SAB1401062
Rabbit polyclonal anti-Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 1/500 Proteintech (Manchester, UK): 16396-1-AP
Rabbit polyclonal anti-xanthine dehydrogenase/oxidase (XO) 1/500 Sigma-Aldrich (Lyon, France): SAB1104165
Rabbit polyclonal anti-NADPH oxidase (P67phox) 1/500 Millipore (Molsheim, France): 07-002
Rabbit monoclonal anti-myeloperoxidase 1/500 Abcam (Paris, France): ab208670
Secondary antibodies
Goat polyclonal anti-rabbit IgG HRP 1/1000 Dako (Glostrup, Denmark): P0448
Goat polyclonal anti-mouse 1gG HRP 1/1000 Dako (Glostrup, Denmark): P0447

* All primary antibodies have been extensively used and their speci

! city has been clearly documented.
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