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Liste des abréviations 

2D : deux Dimensions 

3D : trois Dimensions 

AA : Acide Ascorbique 

AAV : virus adéno-associés 

AD : Autosomique Dominant 

ADN: Acide DesoxyriboNucleique 

ADNmt: ADN mitochondrial 

AR : Autosomique Récessive 

ARNg : ARN guide 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

ARNt : ARN de transfert 

ASO : Oligonucléotides AntiSens 

ATP: Adénosine Triphosphate 

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor 

Ca2+: ion Calcium 

CMT: Charcot-Marie-Tooth 

DAPI: 4', 6-DiAmidino-2-PhenylIndole 

DMSO: DiMéthyl SulfOxyde 

EB : Corps Embryonnaire 

EOR : Espèces Oxygénées Réactives 

G418: Geniticine 

GDAP1: Ganglioside-induced Differentiation-Associated Protein-1 

GDAP1-L1: Ganglioside-induced Differentiation-Associated Protein-1 Like1 

GDF: Growth Differentiation Factors 
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GDNFs: Glial-Derived Neurotrophic Factors 

GSH: Glutathione 

GST: Glutathione-S-Transferase 

H2O2: peroxyde d’hydrogène 

iPSc: induced Pluripotent Stem cells 

MAM: Mitochondrial-Associated endoplasmic reticulum Membrane 

MEA: MultiElectrodes Array 

MEF: Mouse Embryonic Fibroblasts 

MNs: Motoneurones 

miARN: micro‐ARN 

NGS: le séquençage de nouvelle génération 

NMD: Nonsense‐Mediated mRNA Decay 

NT-3: Neurotrophin-3 

PNs: progéniteurs neuronaux 

PTC : codon de terminaison prématuré 

RE : Réticulum Endoplasmique  

RT‐qPCR : Reverse Transcriptase –quantitative Polymerase Chain Reaction 

 

sh-RNA: Short Hairpin Acide RiboNucléique 

si-RNA: Small Interfering Acide RiboNucléique 

SNC : Système Nerveux Central 

SNP : Système Nerveux Périphérique 

TOM: Translocase of the Outer Membrane 
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Partie I. Neuropathies Périphériques                                                         

& la maladie de Charcot-Marie-Tooth 
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I.1. Les Neuropathies Périphériques 

I.1.1. Généralités sur les neuropathies périphériques 

Les neuropathies périphériques sont un groupe hétérogène de pathologies qui désigne une 

atteinte de l’architecture du système nerveux périphérique incluant les neurones moteurs et / ou 

sensitifs, les racines, les plexus et les troncs nerveux périphériques jusqu’à leurs ramifications 

terminales intramusculaires, incluant également le système nerveux autonome (Siao and Kaku, 

2019). Les neuropathies peuvent être acquises, résultant de facteurs environnementaux ou 

d'autres facteurs (altération métabolique ou vasculaire, maladies auto-immunes, infection 

bactérienne ou virale, médicaments et toxines…), ou d’origine génétique. Ceci complexifie le 

diagnostic des neuropathies périphériques. 

I.1.2. Les neuropathies périphériques d’origine génétique 

Les neuropathies périphériques héréditaires peuvent être classées en : purement sensitives, 

purement motrices ou sensitivo-motrices (Mathis et al., 2015). 

Les neuropathies héréditaires purement motrices (HMN) : une forme de dégénérescence lente 

et progressive, dépendante de la longueur des motoneurones inférieurs de manière symétrique 

et distale, d’où le nom amyotrophie spinale distale (dSMA) (Bansagi et al., 2017). Ce type de 

neuropathie provoque des troubles d’équilibre, et de mouvement, l’amyotrophie et une faiblesse 

musculaire. 

Les neuropathies héréditaires purement sensitives (HSN) : une forme de déficience de fibres 

sensorielles et des troubles autonomes, elle se caractérise principalement par la sensation de la 

chaleur, brûlure, fourmillement ou par la perte de ces sensations (Rotthier et al., 2012). 

Les neuropathies héréditaires motrices et sensitives (HMSN) : connue aussi sous le nom de 

CMT pour Charcot-Marie-Tooth.  La CMT est la neuropathie héréditaire la plus fréquente avec 

une prévalence de 1/2,500. Plus de détails sur la maladie sont rapportés dans la partie CMT. 
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Les neuropathies périphériques peuvent se présenter selon d’autres critères, telles que la 

topologie, la structure de l’atteinte ou le type de fibres lésées.  

La topographie de l’atteinte : mononeuropathies, lorsqu’un seul nerf est touché, 

mononeuropathies multiples ou multinévrites, lorsque plusieurs nerfs sont touchés de manière 

asymétrique ; et polyneuropathies, lorsqu’il s’agit d‘une atteinte du tronc de manière diffuse et 

symétrique (Magy and Vallat, 2009).  

La structure de l’atteinte : axonopathies, dans le cas où les axones sont touchés, myélinopathies 

dans le cas où la gaine de myéline est touchée, et neuronopathies si le corps cellulaire du 

neurone est touché (Barohn and Amato, 2013). 

Le type de fibres lésées : une atteinte des petites fibres myélinisées et/ou des fibres 

amyéliniques ; une atteinte de grosses fibres myélinisées et neuropathies autonomiques 

(Levine, 2018). 

I.1.3. Architecture du système nerveux périphérique 

D’un point de vue anatomique, le système nerveux périphérique est constitué de fibres 

nerveuses qui acheminent l’information électrique du Système Nerveux Central (SNC) au 

Système Nerveux Périphérique (SNP) et inversement. Chaque fibre correspond à un axone 

associé à une cellule de Schwann délimité par l’endonèvre. L’ensemble de fibres nerveuses est 

regroupé en fascicules eux-mêmes entourés du périnèvre. L’ensemble des fascicules s’associe 

grâce à l'épinèvre (figure 1). 
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Figure 1 : Structure d’un nerf périphérique 

I.1.3.1. Le neurone 

L’unité structurale et fonctionnelle du système nerveux, d’un point de vue ultra-structurale, est 

le neurone. Il est composé d’un corps cellulaire d’où partent un axone et les dendrites qui 

constituent ce qu’on appelle les neurites, qui vont assurer la connexion entre les neurones 

(figure 2). 
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Figure 2 : Structure d’un neurone 

Le corps cellulaire : appelé aussi le soma, il est le site de biosynthèse dans lequel tous les 

éléments du neurone sont produits. Il contient tous les organites habituels (le réticulum 

endoplasmique, l’appareil de Golgi, les mitochondries, etc …).  

Les dendrites : Des prolongements courts très ramifiés émergent du corps cellulaire pour former 

un arbre dendritique. La structure ramifiée de ces dendrites permet la réception de signaux 

nerveux libérés par des neurotransmetteurs lorsque ces derniers se retrouvent en contact avec 

d’autres neurones (synapses). L’influx sera par la suite transmis aux corps cellulaires. Le 

nombre de dendrites varie d’une cellule à une autre. 

L’axone : est un prolongement plasmique, unique, d’une longueur qui varie d’une cellule à une 

autre et pouvant mesurer plus d’un mètre. Ses extrémités ramifiées assurent la transmission 

d’influx nerveux du cône axonique jusqu’aux boutons synaptiques. Les boutons synaptiques se 

trouvent aux terminaisons de l’axone qui communiquent avec d’autres neurones ou d’autres 

types cellulaires via les synapses. Elles possèdent des vésicules présynaptiques qui elles-mêmes 

contiennent des neurotransmetteurs permettant la connexion inter-neuronale, neuromusculaire 

ou neuroglandulaire.   
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Contrairement aux dendrites, l’axone se caractérise par son aspect lisse avec un diamètre 

uniforme. L’axone et les dendrites englobent une surface importante du cytoplasme dans lequel 

on retrouve des protéines qui confèrent une certaine dynamique et une polarité à la cellule (les 

microfilaments d’actine, les microtubules et les neurofilaments). 

I.1.3.2. Classification des neurones  

Les neurones sont classés selon leurs morphologies et leurs fonctions : 

I.1.3.2.1. Classification morphologique  

Cette classification dépend du nombre et de la disposition du prolongement émergeant du corps 

cellulaire (dendrites et axone) (figure 3) : 

Neurone unipolaire : se caractérise par la présence d’un seul prolongement unique qui se divise 

à courte distance du corps cellulaire pour donner lieu à des prolongements dendritiques et 

axoniques. 

Neurone bipolaire : se caractérise par la présence de deux prolongements, un seul axone avec 

une seule dendrite. Ce sont les neurones qu’on retrouve rarement dans le système nerveux. Et 

souvent dans l’épithélium olfactif et dans la rétine, dans le ganglion vestibulaire de l’oreille 

interne, et enfin dans le ganglion spiral du système auditif. 

Neurone multipolaire : se caractérise par la présence d’un axone et de plusieurs dendrites, c’est 

le type de neurone le plus abondant dans le système nerveux. 
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Figure 3 : Différents types de neurones selon la classification morphologique 

I.1.3.2.2. Classification fonctionnelle 

Cette classification dépend du sens de propagation de l’influx nerveux, on distingue trois types 

de neurones : 

Neurones moteurs ou Motoneurones (MN) : ce sont les fibres nerveuses efférentes, qui 

véhiculent l’information qui provient du SNC vers les organes périphériques. Cela permet la 

motricité des muscles squelettiques lors d’un mouvement par exemple. Ce sont des neurones 

multipolaires, dont le corps cellulaire se situe dans le système nerveux (voir détail ci-dessous) 

et les boutons synaptiques au niveau des muscles. 

Selon la localisation du corps cellulaire et le type de neurotransmetteurs, on distingue: les 

neurones moteurs situés dans le cortex cérébral (dans le cerveau), qui utilisent le glutamate 

comme neurotransmetteur, et les motoneurones situés dans le tronc cérébral et la moelle 

épinière, et ils utilisent l'acétylcholine comme neurotransmetteur (Stifani, 2014).  

Dès la réception de l'ordre d'exécution du mouvement, le MN supérieur transmet l’information 

du cortex moteur tout au long du tronc cérébral et la moelle épinière. Cette information sera par 

la suite guidée par le MN inférieur par formation d’une synapse. Ces MN sont directement 
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connectées au muscle à innerver. En fonction du muscle à innerver, on différencie trois classes 

de MN inférieurs : branchiaux, viscéraux et somatiques (Stifani, 2014). 

Les MN branchiaux : se trouvent dans le tronc cérébral, des MN spécialisés dans l’innervation 

des muscles du visage et du cou. 

Les MN viscéraux : l’innervation de chaque organe viscéral fait intervenir les deux types de 

motoneurones du système nerveux autonome : sympathique et parasympathique.  

Les MN somatiques : ces MN se situent dans le tronc cérébral et la moelle épinière, impliqués 

dans l’innervation de muscles de mouvement. 

Neurones sensitifs : ce sont les fibres nerveuses afférentes qui conduisent l’information de la 

périphérie vers le SNC (moelle spinale et cerveau). Ce sont des neurones unipolaires, dont les 

dendrites se situent au niveau du récepteur sensoriel (par exemple la peau), le corps cellulaire 

de ces neurones se situe dans le ganglion rachidien de la moelle épinière, les terminaisons 

synaptiques ainsi que les boutons au niveau du système nerveux (moelle épinière et cerveau).  

Interneurones : se situent entre les neurones pré-synaptiques (en amont) et post synaptiques (en 

aval). Ces neurones sont les plus abondants dans le système nerveux puisqu’ils représentent 

99% des neurones. Ils jouent un rôle clé dans la conduite des informations entre les neurones 

sensoriels et les neurones moteurs.  

I.1.3.3. La cellule de Schwann  

Dans le système nerveux périphérique, certaines cellules, nommées cellules de Schwann, 

envoient plusieurs prolongements qui s’enroulent autour de certains axones. Ceux-ci se 

retrouvent entourés avec un grand nombre de couches, qu’on appelle une gaine de myéline. Les 

cellules de Schwann sont des cellules gliales à la fois nourricières et protectrices du milieu 

extérieur. Elles jouent un rôle fondamental dans la propagation du potentiel d’action grâce aux 

nœuds de Ranvier, présents tout au long de l’axone, et permettant d’accélérer la vitesse d’influx 

nerveux (Salzer, 2015).  
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La myéline est composée de 70 % de lipides et 30 % de protéines. Cette gaine de myéline peut 

être compacte et riche en protéines P0 (Protein Zero), PMP22 (Peripheral Myelin Protein 2), 

MBP (Myelin Basic Protein) et PLP (Proteolipid protein) ou non compacte et alors riche en 

protéines : MAG (Myelin Associated Glycoprotein), GJB1 (connexine 32) et la E-Cadhérine 

(Jerath and Shy, 2015; Sibley et al., 2007). 

I.2. La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) 

I.2.1.  Physiopathologie et clinique de la CMT 

La maladie de Charcot-Marie- Tooth (CMT) est la maladie neurologique héréditaire la plus 

fréquente avec une prévalence d’un cas sur 2500. Décrite comme une neuropathie sensitivo-

motrice, elle affecte aussi bien le nerf moteur que le nerf sensitif.  

La maladie a été décrite pour la première fois en 1886 à Paris par Dr Charcot et Dr Marie, et 

dans la même année, à Londres, par Dr Tooth d’où le nom « Charcot-Marie-Tooth » (Barreto 

et al., 2016) (figure 4). Dans la majorité des cas, les signes de la maladie débutent dans l’enfance 

ou l’adolescence, mais peuvent également se manifester à un âge tardif, avec un tableau clinique 

classique associant généralement une atrophie longueur dépendante et une faiblesse musculaire 

distale lentement progressive et/ou une perturbation sensorielle. 

 

Figure 4 : Les docteurs Charcot, Marie et Tooth  : premiers à décrire la maladie de CMT 

Dans un premier temps, les patients présentent une déformation osseuse des membres 

inférieurs, souvent associée à l’apparition de pieds creux provoquant des difficultés à la marche 
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et des chutes répétitives, puis, une faiblesse des muscles au niveau des mains qui survient 

quelques années plus tard (Rudnik-Schöneborn et al., 2020) (figure 5). Des symptômes 

supplémentaires tels une perte auditive et une scoliose sont présents chez certains patients.  

 

Figure 5 : Présentation clinique résumée de la CMT 

L'approche diagnostique de la CMT repose sur un examen clinique, les données 

électrophysiologiques et familiales, et parfois une biopsie nerveuse (Duchesne et al., 2018). 

I.2.2. Classification de la CMT  

La maladie de CMT se définit comme hétérogène en termes clinique, neuropathologique mais 

aussi génétique, ce qui a rendu sa classification plus complexe au cours des dernières années 

(Mathis et al., 2015). En s’appuyant sur trois critères, les différents types de CMT sont classés 
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selon les caractéristiques d’électrophysiologie (forme démyélinisant, forme axonale et forme 

intermédiaire), le mode de transmission (autosomique dominant, autosomique récessive, et liée 

à l’X) et le gène en cause. Dix pour cent des cas de CMT (CMT1A) proviennent d’une mutation 

de novo (cas sporadique) (Blair et al., 1996). 

I.2.2.1. Classification basée sur l’aspect électrophysiologique  

En 1968, une première classification a été décrite par Peter Dyck et Edward Lambert basée sur 

la vitesse de conduction nerveuse ou VCN. Ainsi, les CMT ont été classés en forme 

démyélinisante caractérisée par une réduction de la VCN (inférieure à 30 m/s) et axonale avec 

une VCN normale (supérieure ou égale à 40 m/s). Chez certains patients, qui présentent les 

caractéristiques des deux formes (axonal et démyélinisante), on parle de forme intermédiaire 

dont la VCN est comprise entre 25 et 45 m/s (figure 6). 

 

Figure 6 : Différentes formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth selon la valeur de la vitesse de 

conduction nerveuse (VCN). 
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I.2.2.2. Classification basée sur le mode de transmission génétique 

En ce qui concerne la classification basée sur la génétique, les CMT peuvent être transmises 

selon les trois modes classiques de transmissions génétiques décrites dans la littérature : soit un 

mode autosomique dominant, autosomique récessif ou lié à l’X. 

I.2.2.2.1. CMT à transmission autosomique dominante   

Dans le cas de CMT à transmission autosomique dominante (AD), un des deux parents est 

porteur de l’anomalie (mère ou père) et présente 50 % de risque de transmettre la maladie à ses 

enfants. 

En termes de fréquence, les CMT autosomiques dominantes sont les plus répandues, elles 

peuvent être classées comme démyélinisantes CMT1 ou axonales CMT2.  

I.2.2.2.2. CMT à transmission autosomique récessive  

Dans le cas de CMT à transmission autosomique récessive (AR), les deux parents doivent 

transmettre des variations pathogènes sur le même gène pour que la maladie soit présente chez 

l’enfant. 

 Elles sont subdivisées en CMT4A ou AR-CMTde pour la forme démyélinisante, et AR-CMTax 

pour les lésions axonales. Ben Othmane et al, ont défini la CMT4A comme une CMT de type 

2 autosomique récessive laquelle correspond au premier locus AR qui a été identifié dans le 

gène GDAP1 (Ben Othmane et al., 1993). 

La CMT autosomique récessive était considérée comme plutôt rare dans la population mutés 

caucasienne, en 2014, avec, par exemple, un faible pourcentage de patients (0.9 %) pour le gène 

GDAP1 et (0.2 %) le gène SH3TC2, parmi 17.000 patients CMT testés (DiVincenzo et al., 

2014). Dans certaines régions du bassin méditerranéen, la forme autosomique récessive est plus 

fréquente que la forme dominante. En effet, il y a un taux élevé de patients CMT 

particulièrement pour les gènes GDAP1 et SH3TC2 en comparaison avec certains autres pays. 
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En Algérie par exemple, la forme AR représente 50 % parmi les autres formes de CMT en lien 

avec le pourcentage de consanguinité qui est très élevé (Vallat et al., 2005).  

I.2.2.2.3.  CMT lié au chromosome X 

La transmission liée à l’X se fait à travers le chromosome sexuel X. Une femme atteinte de 

CMTX présente 1 risque sur 2 de transmettre la pathologie à ses enfants, tandis qu’un homme 

atteint de CMTX ne le transmettra à aucun fils, par contre le transmettra à toutes ses filles. On 

distingue une forme de CMTX transmises de manière dominante liée à des mutations du gène 

GJB1, beta-1 de la jonction (gap) qui est associé au CMTX1 (Bergoffen et al., 1993), et une 

forme de CMTX transmises de manière récessive liée à des mutations du gène AIFM1 pour 

apoptosis inducing factor mitochondrion associated-1 aboutissant au CMTX4 (Hu et al., 2017). 

I.2.2.3. Classification basée sur le gène en cause  

Avec l’avancée des techniques de séquençage à haut débit, plus particulièrement de la technique 

NGS permettant d’évaluer un grand panel de gènes, la classification de la CMT s’est révélée de 

plus en plus complexe. 

Certains gènes peuvent être impliqués soit dans une forme dominante, soit dans une forme 

récessive, par exemple le gène GDAP1 (voir chapitre GDAP1). Face au nombre croissant de 

gènes impliqués dans la CMT, Mathis et al ont proposé une nouvelle classification plus simple, 

qui d’ailleurs a été approuvée par un groupe d’experts internationaux dans le domaine. Le 

principe de cette classification est de citer en premier le mode de transmission donc soit « AD 

ou AR », puis préciser le type de la maladie « De » pour démyélinisante, et « Ax » pour axonale 

ou intermédiaire « In », et en dernier le nom du gène impliqué au lieu de la lettre. Prenant par 

exemple le CMT1A qui portera le nom AD-CMTde-PMP22 (Magy et al., 2018; Mathis et al., 

2015). 
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Grâce aux séquençages de l'exome entier (WES) et/ou un séquençage du génome entier (WGS), 

des études ont montré de nouveaux variants ou de nouveaux gènes associés à ces neuropathies, 

tels que : ARHGEF28, KBTBD13, AGRN et GNE (Previtali et al., 2019). 

I.2.3. Mécanismes moléculaires et génétiques de la CMT  

L’avancée des approches de séquençage de nouvelle génération (NGS), et en particulier le 

séquençage d’exomes, a permis de mettre en évidence un grand nombre de gènes contribuant 

au développement clinique de la CMT (Morena et al., 2019). A ce jour, plusieurs mutations 

affectant plus de 100 gènes ont été identifiées. Ces différents gènes codent pour différentes 

protéines impliquées dans divers mécanismes moléculaires y compris le dysfonctionnement 

mitochondrial, le transport intracellulaire (transport axonal, et dysfonctionnement 

cytosquelettique), les anomalies d’assemblage de la myéline, les dysfonctionnements de 

l'endosome, et des gènes impliqués dans le processus de traduction et le traitement post-

traductionnel (Rossor et al., 2013). 

Dans cette section de ce chapitre, je mentionnerai quelques principaux mécanismes 

pathologiques causant la CMT en référence à leurs gènes responsables (figure 7). 
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Figure 7 : Patho-mécanismes de gènes impliqués dans le CMT. 

I.2.3.1. Défaut d’assemblage de la myéline  

La neuroprotection de l’axone est assurée par les cellules de Schwann, par l’enroulement d’une 

gaine de myéline autour d’un axone qui fait plus de 1 µm. En l’isolant, cette myéline permet la 

propagation du signal électrique tout au long de l’axone où les impulsions nerveuses sautent 

entre les nœuds de Ranvier (Mensch et al., 2015). Au niveau structural, on distingue deux types 

de myéline, celle qui est dite « myéline compacte » et comprends deux principales protéines de 

structure PMP22, et MPZ, et celle qui est dite « myéline non compacte » qui contient une 

protéine principale Cx32 (Jerath, 2015). Des mutations qui se trouvent au niveau des gènes 

codant pour des protéines constituant la myéline compacte sont responsables de la majorité des 

formes démyélinisantes de neuropathies héréditaires. 

PMP22 : L’une de ces mutations conduit à la forme la plus courante de CMT : CMT1A. Il s’agit 

d’une duplication d’une taille de 1,5 mégabases située dans la région 17p11.2 et contenant la 

totalité du gène PMP22.  Cela conduit à une accumulation de la protéine PMP22 avec la 

formation d’agrégats causant la neuropathie démyélinisante (Magyar et al., 1996). L’adressage 

de PMP22 à la membrane cellulaire serait perturbé, déstabilisant ainsi la gaine de myéline. 
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CMT1E correspond à des mutations ponctuelles de PMP22, ce qui conduit à un mauvais 

repliement de la protéine PMP22 provoquant ainsi son accumulation dans le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi, plutôt que dans le cytoplasme de la cellule de Schwann 

(Hanemann et al., 2000). 

MPZ : Ce gène code une protéine transmembranaire P0, exprimée principalement dans les 

cellules de Schwann et qui a une fonction importante dans la compaction de la myéline. Des 

mutations de ce gène donne la deuxième forme démyélinisante CMT1B. Une étude a montré 

que des mutations de décalage du cadre de lecture provoque la forme sévère de la maladie, qui 

entraine la formation de protéines aberrantes mal repliées et qui restent retenue dans le 

réticulum endoplasmique favorisant la mort cellulaire (Khajavi et al., 2005). Des mutations 

ponctuelles de MPZ ont également été rapportées. Ces dernières seraient responsables de 

l’altération d’un domaine cytoplasmique de P0, ayant un rôle important dans la régulation de 

l’adhésion de la protéine et entraînant ainsi une forme de neuropathie démyélinisante plus ou 

moins sévère pour le patient (Xu et al., 2001).  

I.2.3.2. Cytosquelette et transport axonal 

Il existe des protéines motrices (kinésines, dynéines) qui sont régulées pour maintenir la survie 

cellulaire, l’homéostasie, et l’établissement de la polarité au sein de la cellule nerveuse. Ces 

protéines sont fabriquées majoritairement dans le corps cellulaire neuronal, et sont acheminées 

le long de l’axone dans un sens bidirectionnel (antérograde/rétrograde). Ce transport axonal 

nécessite l’installation d’une architecture cytosquelettique composée de différents types de 

fibres : les microtubules, les neurofilaments, et les microfilaments. Le transport antérograde (du 

corps cellulaire aux extrémités de l’axone) est assuré par la superfamille de kinésines. Les 

kinésines semblent être les plus importantes, et se chargent du transport de divers cargos (ARN, 

mitochondries, neurofilaments) le long des microtubules dans les neurones. Des mutations de 

KIF5A, la sous-unité de la chaine lourde de certaines de ces kinésines, semblent être la cause 
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de plusieurs pathologies dégénératives y compris la CMT, avec une réduction du transport 

antérograde des mitochondries. En utilisant l'analyse des données NGS pour rechercher de 

petits variants nucléotidiques (SNV ou indels courts) couplée à l'investigation des grands CNV 

(Copy Number Variation) avec un outil d’analyse très performant CovCopCan (Derouault et 

al., 2020) développé dans notre équipe, nous avons mis en évidence deux grands variants 

structuraux différents dans KIF5A (CMT2) (Pyromali et al., 2021). 

La chaîne lourde de la dynéine est codée par DYNC1H1 (Dynein, cytoplasmic 1 heavy chain 1), 

des mutations au niveau de ce gène sont responsable de CMT20 (Weedon et al., 2011). 

I.2.3.3. Dysfonctionnement mitochondrial  

La mitochondrie assure plusieurs rôles biologiques pour le maintien et le bon fonctionnement 

des cellules neuronales (voir le chapitre mitochondrie). Cela nécessite l’intervention de certains 

gènes impliqués dans la dynamique et la fonction mitochondriale. Lorsque ces gènes sont 

mutés, cela provoque un dysfonctionnement de la mitochondrie et peut entraîner la CMT 

(Pareyson et al., 2015). Le processus de fusion et fission mitochondrial est fondamental, il 

permet de réguler de façon équilibrée la forme, la taille et le nombre des mitochondries par la 

participation de certains médiateurs clés comme les : Mitofusins (Mfn1/2), l’optic atrophy 1 

(OPA1), la dynamin‐related protein 1 (Drp1), et GDAP1.   

MFN2 : indispensable pour la fusion mitochondriale, localisée dans la membrane externe 

mitochondriale, participe également au rapprochement entre la mitochondrie et le réticulum 

endoplasmique (RE). Les mutations du gène MFN2 représentent environ 20 % des cas de CMT2 

et provoque en particulier la CMT2A.  Ces mutations sont associées non seulement aux défauts 

de fusion mitochondriale mais aussi à une perturbation du transport axonal (Chandhok et al., 

2018). 

GDAP1 : exprimé dans la membrane externe mitochondriale des nerfs périphériques. Plusieurs 

fonctions ont été proposées pour GDAP1, y compris dans la fission mitochondriale. Des études 
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in vitro et in vivo ont montré que la déplétion en GDAP1 provoque une fragmentation du réseau 

mitochondrial, et empêche le transport axonal. Plus de détail sur GDAP1 dans le chapitre 3.  

I.2.3.4. Processus de l’ARNm  

La synthèse des protéines nécessite des synthétases Aminoacyl-tRNA chargée d’associer 

l’acide aminé à son ARNt. Lorsque certaines de ces synthétases AA-tRNA sont mutées (comme 

GARS1, HARS1, AARS1, YARS1, KARS1 et MARS1), cela peut engendrer l’apparition de CMT.  

Par exemple, des mutations au niveau du gène GARS conduisent à la forme CMT2D (Antonellis 

et al., 2003; Jerath and Shy, 2015).  

I.2.3.5. Transport endosome et signalisation  

La communication intracellulaire entre organelle est extrêmement importante dans la cellule 

eucaryote, et se fait en partie par un mécanisme appelé le transport par endosome, qui permet 

un échange de composants à travers les membranes. Les altérations du transport intracellulaire 

ont été liées à plusieurs mutations génétiques causant la CMT (Bucci et al., 2012). En effet 

parmi ces gènes, SH3TC2 est responsable de la CMT4C, classe considérée comme la plus 

fréquente de la forme autosomique récessive de la CMT démyélinisante. La protéine SH3TC2 

est principalement exprimée dans les cellules de Schwann, avec un rôle dans la myélinisation. 

Cette dernière est exprimée dans les endosomes de façon précoce ce qui explique sa 

participation dans le transport par endosome. 

I.2.3.6. Protéasome et agrégation de protéines  

Dans la cellule eucaryote, les protéines ont besoin d’être dégradées efficacement par des unités 

tels que le protéasome ou les lysosomes. Une dégradation réduite de ces protéines entraine des 

agrégats et est connue pour provoquer des neuropathies héréditaires (Jerath and Shy, 2015; Tai 

and Schuman, 2008). Certains gènes codant pour des protéines ont un rôle de contrôle de 

l’architecture du cytosquelette. Elles sont appelées des protéines de choc thermique 
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HSPB1/HSPB8 (Heat shock protein beta 1/8). Les HSPB mutants pourraient perturber les 

structures du cytosquelette, favorisant des défauts dans le transport axonal (Capponi et al., 

2011). 

I.2.3.7. Les canaux  

La neurotransmission est réalisée grâce à la stimulation de canaux ioniques neuronaux. Ces 

canaux favorisent l’entrée ou la sortie de certains ions (sodium, calcium, potassium, chlorure). 

Par exemples, la connexine 32 (Cx32), qui forme une connexon (constitué de six connexines 

en formant un pore central) a pour rôle de transporter de manière rapide des ions entre deux 

cellules adjacentes (Jerath and Shy, 2015). Des mutations au niveau de la connexon du gène 

GJB1 codant la protéine CX32 sont associées au CMT1X (Jerath and Shy, 2015; Kleopa et al., 

2012). Des mutations du gène Transient Receptor Potential Vanilloid 4 (TRPV4) provoquent 

des modifications dans la fonction de ces canaux et conduisent à une forme de CMT2C (Jerath 

and Shy, 2015; Velilla et al., 2019). 
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Partie II. La mitochondrie 
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II.1. L’origine de la mitochondrie  

La mitochondrie, « mitos » et « chondros » en grec ancien, signifie « fil », et « granule ». 

D’après la théorie endosymbiotique, il y a environ deux milliards d'années, les mitochondries 

se sont développées à partir de certaines formes bactériennes. Elles proviendraient plus 

particulièrement d'un phylum α-protéobactéries, qui a été phagocyté dans une cellule hôte. En 

1966, cette théorie a été proposée par Lynn Margulis (Margulis, 1966), mais il a fallu attendre 

jusqu’à 1980 pour que l’idée de l’origine bactérienne soit acceptée complétement par la 

communauté scientifique, suite à la découverte de l’ADN mitochondrial. L’association 

symbiotique entre la bactérie et l’eucaryote a conduit à un mécanisme fondamental nouveau de 

production d’énergie. Au moment de l’intégration de ces bactéries dans les cellules eucaryotes, 

le génome bactérien a subi plusieurs évolutions, qui ont provoqué la perte d’un grand nombre 

de gènes alors que certains ont migré vers le noyau. Ces gènes sont donc devenus nucléaires 

mais les protéines codées seront destinées à la mitochondrie (Roger et al., 2017). 

II.2. La structure de la mitochondrie  

La mitochondrie, un organite intracellulaire d’une taille de 0.5 à 1 μm, est essentielle pour la 

survie des cellules des mammifères, puisqu’elle est considérée comme la principale source 

d’énergie métabolique (Kühlbrandt, 2015; Osellame et al., 2012). Au niveau structural, la 

mitochondrie est composée d’une double membrane phospholipidique. La membrane externe 

qui est en contact direct avec le cytoplasme, et la membrane interne qui est différente de la 

membrane externe par la présence d’invaginations appelées crêtes. Les crêtes mitochondriales 

se prolongent dans la matrice, ce qui induit un espace inter-membranaire entre ces deux 

membranes (figure 8). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Lynn_Margulis
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Figure 8 : Structure de la mitochondrie 

La membrane externe : La plupart des protéines de cette membrane permettent une grande 

perméabilité passive de la majorité des molécules, en particulier une protéine transmembranaire 

appelée porine ou VDAC pour Voltage-Dependent Anion Channel, qui permet le passage de 

molécules de taille inférieure à 10 kDa. Le transport de grosses protéines vers l'espace 

intermembranaire est assuré par un système d’import spécifique formé par des translocases 

TOM (Translocase of the Outer Membrane) (Kühlbrandt, 2015).  

La membrane interne : Contrairement à la membrane externe, la membrane interne n’est 

perméable qu’aux petites molécules. Elle contient une grande proportion de protéines et est 

riche en un phospholipide particulier appelé cardiolipine.  Le passage sélectif de molécules est 

assuré par un système de translocases inséré dans la membrane interne ou TIM (Translocase of 

the Inner Membrane) (Kühlbrandt, 2015). 
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La présence de crêtes au niveau de cette membrane permet d’augmenter de façon importante la 

surface d’échange avec l’espace intermembranaire.  C’est au niveau de cette membrane interne 

que se trouvent les complexes de la chaîne respiratoire. Ces protéines très particulières 

permettent un enchaînement de réactions complexes, aboutissant à la production d’ATP 

(Colina-Tenorio et al., 2020). 

II.3. Le génome mitochondrial  

Chaque cellule humaine contient en moyenne une centaine de mitochondries, variable selon le 

type cellulaire. Chaque mitochondrie possède son propre génome : ADNmt, qui est indépendant 

du génome nucléaire. Ce génome est compacté sous une forme circulaire dans une structure 

nucléoprotéique de 100 nm appelée nucléoïde qui se retrouve proche des crêtes dans la matrice 

mitochondriale (Kukat et al., 2011). La molécule d’ADNmt contient 37 gènes qui codent pour 

13 protéines associées à la phosphorylation oxydative (OXPHOS), 2 ARN ribosomiques, et 22 

ARNt (Lee and J., 2017; Taanman, 1999). 

II.4. Les fonctions de la mitochondrie  

La mitochondrie est considérée comme un organite multifonctionnel. En plus des fonctions 

bioénergétiques dédiées à la synthèse des molécules d’ATP (Adénosine Triphosphate), la 

mitochondrie est aussi impliquée dans l’homéostasie du calcium, sans oublier la synthèse 

d’espèces oxygénées réactives (EOR) souvent considérées comme délétères.  

II.4.1. La production d’énergie 

C’est le catabolisme des substrats énergétiques d’origine endogène ou exogène qui permettent 

la production d’ATP. Une fois dans le cytosol, le glucose se transforment en pyruvate et au 

niveau mitochondrial, les acides gras en Acétyl-Coenzyme A (Acétyl-CoA) (Evans and 

Heather, 2016). Le métabolisme énergétique suit alors le cycle de Krebs alimenté par d’acétyl-

coenzyme A (Acétyl-CoA) issu du pyruvate (glycolyse), et la β-oxydation des acides gras suivi 



Nesrine BENSLIMANE | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  40 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

par la phosphorylation oxydative aboutissant à la synthèse d’ATP, grâce à ces transporteurs 

d’électrons issus des voies métaboliques précédement citées (NADH, H+ et FADH2) (figure 

9). 

 

Figure 9 : Représentation schématique sur la production d’ATP 

La mitochondrie est la principale source d’énergie cellulaire. La production d’ATP est issue de 

la β -oxydation des acides gras produisant de l’acétyl-CoA et dont le pyruvate est un dérivé qui 

aboutit également à la synthèse d’acétyl-CoA. Le dernier sera pris en charge par le cycle de 

Krebs formant des transporteurs d’électrons NADH, H+, FADH2. Les électrons seront 

transportés au niveau des complexes de la chaîne respiratoire pour produire de l’ATP au niveau 

de l’ATP synthase. On parle alors de phosphorylation oxydative. 

II.4.2.  L’homéostasie calcique  
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Le calcium (Ca2+) est indispensable pour le bon fonctionnement des neurones, permettant la 

libération des neurotransmetteurs dans les synapses (Brini et al., 2014). Le Ca2+ passe dans le 

milieu intracellulaire via des canaux ioniques voltage-dépendants et des récepteurs présents 

dans la membrane plasmique. Une fois à l’intérieur de la cellule, le Ca2+ est stocké dans le RE. 

Il sera par la suite soit relargué du RE à l’aide des récepteurs RyaR et IP3R localisés au niveau 

de la membrane du RE (Ginzburg et al., 2004), soit dirigé vers l’intérieur du RE grâce à la 

pompe SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase) (Misquitta et al., 1999) lors d’une 

augmentation de [Ca2+] cytosolique des neurones. L’augmentation de la [Ca2+] cytosolique fait 

également intervenir les mitochondries qui régulent l’homéostasie calcique grâce à deux 

protéines DVAC (voltage dependant anion channel) et UP (uniporter) (Brini et al., 2014) (figure 

10).  

 

Figure 10 : Représentation schématique sur l’homéostasie calcique 
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II.4.3. Le stress oxydant  

La mitochondrie est aussi considérée comme le siège majeur de la production d’espèces 

oxygénées réactives qui sont des radicaux libres de l’oxygène. Ces EOR sont formés 

principalement à partir d’électrons qui s’échappent de la chaine respiratoire. Environ 0.2% à 2.0% 

de l’oxygène consommé sera partiellement réduit au niveau mitochondrial et à l’origine de la 

production d’un anion superoxyde O2
•− (Li et al., 2013). Ce dernier pourra ensuite être catalysé 

en peroxyde d’hydrogène H2O2 par une métalloenzyme, la superoxyde dismutase (SOD) 

mitochondriale (Li et al., 2013).  

 

La production d’H2O2 pourra aboutir à la synthèse d’un autre EOR, connu pour sa forte 

réactivité, le radical Hydroxyle (OH•), lors d’une réaction appelée réaction de Fenton (Circu 

and Aw, 2010).  

Par ailleurs, la cellule possède des systèmes antioxydants permettant de contrôler la production 

et l’élimination des EOR. Dans des conditions physiologiques, il existe un équilibre entre les 

systèmes prooxydants et antioxydants. Un déséquilibre de cette balance vers les espèces pro-

oxydantes comme une surproduction d’EOR, génère un stress oxydant.  

Rôle physiopathologique : On parle de stress oxydant lorsqu’il ya un déséquilibre de la balance 

entre le taux de production des EOR et l’activité anti-oxydante. En effet la production excessive 

d’EOR induit des altérations au niveau moléculaire de l’ensemble des grandes classes de 

molécules biologiques (ADN génomique et mitochondrial), protéines, lipides avec des 

altérations qui peuvent être irréversibles (Grimm and Eckert, 2017).  

Cependant une génération accrue d’ERO est souvent délétère par les grandes classes de 

molécules biologiques. 

Rôle physiologique : Les EOR sont également connus pour avoir un rôle physiologique dans la 

cellule. Ils sont impliqués dans divers processus, notamment dans la prolifération cellulaire, la 
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réponse immunitaire, la défense contre les microorganismes et la plasticité synaptique (Grimm 

and Eckert, 2017). 

 Altération génomique  

ADN et ARN sont une cible des radicaux libres. Par exemple, l’interaction de la guanine avec 

le radical Hydroxyle OH• sine qui s’apparie à l’adénine à la place de la cytosine entraîne des 

mutations au niveau de l’ADN lors des réplications (Rhoads et al., 2006; Srinivas et al., 2019). 

 Altération protéique :  

Les EOR peuvent aussi réagir soit directement avec les protéines ou bien avec les acides aminés, 

eux-mêmes. Les plus sensibles au stress oxydant sont notamment la lysine, l’arginine, la 

cystéine, la méthionine, l’histidine et la phénylalanine (Rhoads et al., 2006). Par exemple, la 

méthionine, peut ainsi être transformée en méthionine sulfone. Ce résidu oxydé conduit alors à 

un changement conformationnel des protéines qui le contiennent, ce qui peut avoir pour 

conséquence de participer à certaines pathologies neurodégénératives telles que l’Alzheimer et 

la maladie de Parkinson (Moskovitz, 2005). 

 Altération lipidique :  

Les EOR ciblent aussi les lipides en particulier ceux présents dans la membrane cellulaire. Elles 

touchent notamment les acides gras polyinsaturés (AGPI). L'oxydation de ces derniers génère 

des peroxydes lipidiques tels que les hydroperoxydes de lipide (LOOH), mais également des 

produits de dégradation comme les aldéhydes tels que le malondialdehyde (MDA) ou le 4-

hydroxynonenal 4(4-HNE) qui peuvent d’ailleurs être utilisés comme des marqueurs du stress 

oxydant. Ces altérations qui touchent les acides gras polyinsaturés membranaires vont générer 

un dysfonctionnement de la mitochondrie et vont contribuer au développement de plusieurs 

pathologies telles que les maladies neurodégénératives, cancer, maladie cardiovasculaire, mais 

également le vieillissement (Brieger et al., 2012). 

Pour contrer ces états prooxydants, la cellule a de multiples moyens de défense antioxydants : 
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 Les antioxydants : 

Pour rééquilibrer la production de EOR, l’organisme dispose d’un système de défense basé sur 

deux catégories d’antioxydants endogènes : (i) les systèmes enzymatiques incluant le 

superoxydes dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase, et (ii) les systèmes 

non-enzymatiques, principalement constitués par des vitamines ou des dérivés antioxydants. 

 Les systèmes antioxydants enzymatiques  

Plusieurs composés possèdent la capacité d’antioxydant tels que : la Superoxide dismutase, la 

catalase et la Glutathion peroxydase. 

La superoxide dismutase (SOD) est la première ligne de défense contre les EOR. Elle 

transforme l’O2
•− en H2O2. Chez l’homme, 3 formes de SOD ont été identifiées qui se trouvent 

dans différents compartiments de la cellule et dont le but est d’agir rapidement contre la 

production d’anion superoxyde et de diminuer le stress oxydant (Brieger et al., 2012; Kabel, 

2014). Ces isoformes sont différentes selon le type de métal associé à la protéine. Par exemple, 

SOD1 utilise le cuivre et le zinc comme cofacteurs. C’est la plus abondante dans le cytoplasme 

et l’espace inter-membranaire de la mitochondrie. Il a été montré que des mutations au niveau 

de la SOD1 étaient responsables de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Jafari-Schluep 

et al., 2004). 

La SOD2 utilise comme cofacteur le manganèse et est localisée dans la matrice mitochondriale. 

Une altération de la SOD2 est impliquée dans l’augmentation de la production de l’ion 

superoxyde qui va à son tour altérer les complexes I et II de la chaine respiratoire impliqués 

dans le transport des électrons jusqu’au complexe IV menant à la synthèse d’ATP via la 

production d’un gradient de proton entre la matrice mitochondriale et l’espace intra-

membranaire. 

La SOD3 comme la SOD1, utilise le cuivre et le zinc, mais se trouve en abondance au niveau 

extracellulaire.  
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La catalase (CAT) est localisée principalement dans le peroxysome et est en charge de convertir 

H2O2 en molécule d’eau et en O2 non réactifs (Kobayashi et al., 2005).  

La Glutathion peroxydase (GPx) réduit H2O2 en molécule d’eau en utilisant le GSH réduit 

comme donneur d’électrons (Fundu et al., 2019). 

 Les antioxydants non enzymatiques : 

Les antioxydants non enzymatiques sont en partie apportés par les produits alimentaires, 

plusieurs exemples peuvent être cités dont : la vitamine C, E,  

 La vitamine C ou acide ascorbique : il s’agit d’une molécule organique hydrosoluble 

présente dans le cytoplasme et dans les fluides extracellulaires. Elle réduit les dérivés 

oxydés par le stress oxydant en devenant de l’acide déhydroascorbique. 

 La vitamine E : contrairement à la vitamine C, la vitamine E est une molécule organique 

liposoluble qui lui permet donc de piéger les radicaux libres empêchant la propagation 

des réactions de peroxydation lipidique.  

Le glutathion réduit ou GSH : Il est considéré comme l’un des antioxydants majeurs chez les 

mammifères. C’est un tripeptide constitué de 3 acides aminés : le glutamate, la glycine et la 

cystéine.  

Dans la cellule, le glutathion se trouve majoritairement sous forme réduite (GSH) et en faible 

proportion sous forme oxydée (GSSG). Le GSH est produit en deux étapes successives d’ATP-

dépendantes : la première étape fait intervenir une γ-glutamyl-cystéine synthétase qui conjugue 

la cystéine à la molécule de glutamate pour produire un premier composé le γ-glutamylcysteine. 

Une deuxième enzyme glutathion synthétase rajoute la glycine au produit de la première 

réaction qui donne le GSH (Sreekumar et al., 2021) (figure 11). 
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Figure 11 : Représentation schématique sur la biogénèse de glutathion. 

Le GSH joue un rôle crucial dans la détoxification des EOR tel que le peroxyde d’oxygène où 

il est utilisé comme cofacteur par les enzymes telles que les glutathion peroxydases (Gpx). Le 

GSH est alors recyclé par la glutathion réductase (GR) dépendante du NADPH,H+ (Sreekumar 

et al., 2021).  

Le GSH est également un composé pris en charge par les glutathions transférases qui ont 

comme substrat des composés électrophiles formant des conjugués et participant à leur 

élimination (Sreekumar et al., 2021) (figure 12). 
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Figure 12 : Le mécanisme moléculaire glutathion dépendant destiné à l’élimination du peroxyde 

d’hydrogène H2O2.  

H2O2 est réduit en molécule d’eau et O2 lors d’une réaction catalysée par les peroxydases (GPx), et 

au cours d’une réaction nécessitant du NADPH, H+. Le recyclage du GSH (forme réduite) à partir du 

GSSG (forme oxydée) se fait par glutathion réductase (GR) 

Comme définit précédemment, Les mitochondries sont essentielles de part leur rôle dans la 

production d’ATP. L’un des plus grands consommateurs d’énergie est le neurone puisqu’il 

nécessite donc une distribution mitochondriale le long des axones. Cette répartition est possible 

grâce à l’intervention du processus de fusion et fission mitochondriale (Brillo et al., 2021).  

II.4.4. Dynamique mitochondriale  

Les mitochondries sont en constante dynamique et changent de morphologie en continu. Ce 

processus fondamental est crucial pour assurer plusieurs évènements : le transport 

mitochondrial, l’interaction avec d’autres organelles dans la cellule (réticulum endoplasmique 
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(RE), cytosquelette et lysosome), la mitophagie, et la fusion/fission mitochondriale (Brillo et 

al., 2021). 

II.4.4.1. Fusion/Fission mitochondriale  

La première observation de la mitochondrie en microscopie à fluorescence a montré que cette 

dernière ressemble en réalité à un réseau tubulaire plus au moins long et connecté (Bakeeva et 

al., 1978). Ceci est expliqué par les mouvements permanents induits entre le processus de fusion 

et de fission mitochondriales (Karbowski and Youle, 2003). 

On parle de processus de fusion lorsque deux mitochondries adjacentes se rejoignent, et de 

processus de fission lorsqu’une mitochondrie se sépare en deux mitochondries filles. 

L’équilibre entre ces deux évènements forme un réseau mitochondrial connecté. L’inactivation 

de l'un entraîne une activation de l’autre.  Le mécanisme moléculaire de fusion et de fission est 

dépendant de protéines conservées de type dynamin-like GTPase (Ramachandran, 2018). 

La Fusion : Dans les cellules eucaryotes, la fusion mitochondriale se fait en deux étapes : 

d’abord, la fusion de la membrane externe est régulée par deux protéines très conservées chez 

l’homme nommées Mitofusine 1 et 2 (MFN1 et MFN2). Ces protéines rapprochent les 

membranes externes de deux mitochondries en formant des homo et hétéro-dimères, puis, dans 

un second temps, la fusion des deux membranes internes se déroule via l’intervention de la 

protéine OPA1 qui interagit avec MFN1 (Sebastián et al., 2016) (figure 13). 
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Figure 13 : Représentation schématique sur le processus de fusion mitochondriale 

Des études ont montré que des mutations de MFN2 étaient impliquées dans le développement 

de la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2A (CMT2A) (Züchner et al., 2004). De façon 

intéressante, dans un modèle transgénique murin CMT2A, la mutation de MFN2 empêchait la 

dégénérescence axonale seulement lorsque le niveau de MNF1 était élevé. En revanche, lorsque 

le niveau d’expression de MNF1 était faible, les mutants MNF2 présentaient un effet dominant 

négatif sur la fusion mitochondriale (Zhou et al., 2019). Ainsi, la déficience de MFN2 pourrait 

être compensée par le MNF1 via la formation d’un complexe entre MFN1 et MFN2, ce qui 

préserverait la fusion mitochondriale (Detmer and Chan, 2007). Dans ce contexte, une 

surexpression de MNF1 dans le système nerveux périphérique pourrait être proposée comme 

une approche thérapeutique intéressante pour les patients CMT2A (Detmer and Chan, 2007; 

Zhou et al., 2019). 
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La Fission : Le processus de fission débute par un contact entre le RE et la membrane externe 

mitochondriale (Friedman et al., 2011). Cette interaction permet le recrutement d’une protéine 

cytosolique Drp1 (dynamin related protein 1) à la membrane externe mitochondriale grâce à 

des récepteurs localisés à la surface mitochondriale Fis1 (mitochondrial fission 1 protein), Mff 

(mitochondrial fission factor), MiD49 et MiD51. La liaison de Drp1 au niveau de la surface 

mitochondriale s'assemble en oligomères en formant des anneaux induisant la fragmentation de 

la mitochondrie grâce à l’intervention de l'énergie acquise lors de l'hydrolyse du GTP 

(Michalska et al., 2016) (figure 14).   

 

Figure 14 : Représentation schématique sur le processus de fission mitochondriale 

II.4.5. Transport mitochondrial 

Chez les neurones, un système de transport mitochondrial bidirectionnel, a été mis en évidence 

(Correia et al., 2016; Lovas and Wang, 2013). Un transport antérograde s’effectue du corps 

cellulaire vers les jonctions synaptiques et le transport rétrograde lorsqu'il s’effectue dans le 

sens opposé. Le déplacement des mitochondries est assuré par l’intervention de protéines 

motrices dépendante de l’ATP telles que les kinésines et les dynéines qui glissent sur le 

cytosquelette notamment au niveau des microtubules (Pareyson et al., 2015). 
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Le transport antérograde fait intervenir la kinésine, et en particulier la kinésine 1, codées par 

KIF5A, KIF5B et KIF5C, alors que le transport rétrograde implique plutôt des protéines 

dynéines codées par DYNC1H1 et qui forment des complexes protéiques avec les dynactines 

(Nahacka et al., 2021; Pareyson et al., 2015). Le déplacement des mitochondries le long des 

microtubules est également assuré par les protéines adaptatrices Miro/Milton, localisées dans 

la membrane externe mitochondriale  (figure 15). 

 

Figure 15 : Représentation schématique sur le transport mitochondrial 

II.4.6. La mitophagie  

La mitophagie désigne la dégradation spécifique des mitochondries lorsque ces dernières sont 

endommagées ou non fonctionnelles. Dans les cellules de mammifères, la mitophagie est un 

processus de contrôle qualité déterminant pour la survie de la cellule. Le mécanisme 
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moléculaire de ce processus peut être déclenché par ubiquitinylation de manière dépendante ou 

indépendante (Palikaras et al., 2018). 

La mitophagie peut s’effectuer de façon dépendante par la voie PINK1/Parkin (figure 16A). 

Parkin est une E3 ubiquitine ligase. Une fois phosphorylée par PINK1, Parkin ubiquitinyle 

plusieurs protéines mitochondriales externes dites réceptrices : P62, NBR1, OPTN, NDP52, et 

TAX1BP1 qui s’associent avec la protéine LC3. L’interaction avec LC3 conduit au recrutement 

de phagophore puis à la séquestration des mitochondries au sein des autophagosomes (Kubli 

and Gustafsson, 2012), qui seront par la suite dégradés par les lysosomes (Glick et al., 2010).  

La mitophagie peut s’effectuer de manière indépendante (figure 16B) par l’intervention de 

protéines mitochondriales externes dites réceptrices NIX, BNIP3, FUNDC1, BCL2L13, qui 

seront reconnues par la protéine LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) 

localisée dans la membrane de phagophore (figure 16).  

 

Figure 16 : : Les mécanismes moléculaires de la mitophagie. A. Mécanisme Indépendant de 

PINK/PARKIN et dépendant de protéines réceptrices localisées dans la membrane externe 

mitochondriale. B. Mécanisme Indépendant de PINK/PARKIN 

  



Nesrine BENSLIMANE | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  53 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Partie III. Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 

(GDAP1) 
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III.1. Du gène à la protéine  

III.1.1.  Le gène GDAP1 

GDAP1 a été rapporté pour la première fois comme l'un des 10 ADNc (GDAP1-GDAP10) 

fortement exprimés lors de la différenciation cholinergique d’une lignée cellulaire de 

neuroblastome de souris Neuro2a induite par le ganglioside d’où le nom Ganglioside-induced 

differentiation-associated protein 1 (Liu et al., 1999).  

Chez l’Homme, en utilisant la cartographie des gènes candidats pour la CMT, le locus a été 

identifié pour la première fois comme étant responsable de la CMT4A. Ce locus est localisé sur 

le chromosome 8q13-q21 (Ben Othmane et al., 1993). Le gène correspondant a été associé à 

plusieurs formes de CMT (Baxter et al., 2002; Cuesta et al., 2002). Le gène GDAP1 contient 6 

exons et 5 introns (Cuesta et al., 2002), Il code pour deux différents transcrits résultant de 

l’épissage alternatif. Le premier transcrit plus long, constitue l’isoforme « a » de 358 acides 

aminés, et le deuxième transcrit constitue l’isoforme « b » de 290 acides aminés raccourci dans 

sa partie N-terminale (Cassereau et al., 2011; Cuesta et al., 2002). Il a été rapporté que la 

protéine de 358 acides aminés codée par le transcrit « a » présente une homologie de 94 % à la 

protéine Gdap1 de souris. 

III.1.2. La protéine GDAP1  

III.1.2.1. Expression de la protéine GDAP1  

Il s’agit d’une protéine localisée dans la membrane externe de la mitochondrie (Niemann et al., 

2005; Pedrola et al., 2005). L’équipe de Pedrola a montré que GDAP1 est principalement 

exprimé dans les neurones périphériques incluant les neurones moteurs et sensitifs (Pedrola et 

al., 2005), alors que dans la même année l’équipe de Niemann a retrouvé une expression de 

GDAP1 non seulement dans les neurones moteurs et sensitifs mais aussi dans les cellules 

myéliniques de Schwann (Niemann et al., 2005).  
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III.1.2.2. La structure de la protéine GDAP1  

Des analyses structurales et phylogénétiques ont considéré la protéine GDAP1 comme un 

nouveau membre de la famille de la glutathion S-transférase (GST) (Marco et al., 2004). Les 

GST sont impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires notamment dans la détoxification 

cellulaire, la régulation des niveaux de glutathion cellulaire (GSH), la biosynthèse hormonale 

et la signalisation intracellulaire (Hayes et al., 2005). GDAP1 possède deux domaines de GST 

(GST-N et GST-C). Ces deux domaines sont séparés par deux hélices alpha (α4-α5 loop), un 

domaine hydrophobique C ter (HD1), et le domaine transmembranaire C (TMD) permettant 

son ancrage à la membrane externe mitochondriale (figure 18). La région de l’hélice alpha est 

absente dans les GST déjà connues, ce qui classe GDAP1 comme un nouveau sous-groupe de 

GST (Marco et al., 2004).  

 

Figure 17 : Du gène à la protéine GDAP1.  

A. Le gène codant la protéine GDAP1 est localisé sur le bras court du chromosome 8 dans la région 

(8q13.q21). B. le gène GDAP1 est constitué de 6 exons et 5 introns. C. La protéine GDAP1 de 358 

acides aminés est composée de deux domaines GST (GST-N et GST-C), (α4-α5 loop), un domaine 

hydrophobique C ter (HD1), et le domaine transmembranaire C (TMD). D. la protéine GDAP1 est 

exprimée principalement dans la membrane externe mitochondriale.  
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Sur le plan fonctionnel, en utilisant une protéine recombinante, il a été démontré que GDAP1 

présentait une activité de conjugaison du GSH typique des GST (Huber et al., 2016). Cette 

activité est gérée par le domaine HD1 de GDAP1 en adoptant deux modèles de conformations 

moléculaires : une conformation dite « active », où HD1qui est localisé à l’intérieur du feuillet 

cytosolique avec son TMD C-terminal dans la membrane externe mitochondriale, ce qui active 

la fonction enzymatique de GST de GDAP1, et favorise la fission mitochondriale; une 

conformation dite « inactive », où HD1 est plutôt exposé vers le milieu cytosolique, ce qui 

inhibe l’activité GST de GDAP1 de façon auto-inhibitrice (Huber et al., 2016) (figure 19). 

 

Figure 18 : Modèle de conformation moléculaire de GDAP1.  

A. Etat actif de la GST. B. Etat inactif de la GST. (Schéma adapté de l’article Huber et al. 2016). 

III.1.2.3.  Dimérisation de GDAP1 

Récemment, une étude structurelle a montré que la protéine GDAP1 forme des dimères à 

proximité de la boucle alpha (Googins et al., 2020; Huber et al., 2016). Puisque GDAP1 est 

capable de former des hétéro-dimères, il est possible que la protéine mutée interfère avec la 

protéine sauvage, ce qui pourrait avoir des conséquences sur la fonction de la protéine.  
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III.1.3. GDAP1L1 (GDAP1like1) 

Le gène GDAP1 a son paralogue GDAP1L1 ou GDAP1-like1 localisé sur le chromosome 20, 

qui présente les mêmes caractéristiques structurelles et qui semble proche des glutathion S-

transférases cytosoliques (GST). Ce gène, qui contient six exons et cinq introns code une 

protéine de 367 acides aminés dont 56 % acides aminés sont identiques avec la protéine GDAP1 

(Shield et al., 2006). Contrairement à GDAP1 qui est dans le SNP, GDAP1L1 est exprimé dans 

le SNC, dans les cellules du cervelet, du cortex, de l'hippocampe et des cellules de Purkinje 

(Niemann et al., 2014). 

GDAP1L1 se retrouve au niveau cytosolique principalement dans le SNC et non dans le SNP 

(Niemann et al., 2014). D’après une étude in vitro, cette dernière pourrait être transloquée dans 

les mitochondries à la suite d’une condition de stress qui provoque l’augmentation de glutathion 

oxydée. GDAP1L1 pourrait compenser l’absence de GDAP1 et pourrait être impliqué dans des 

processus de fission mitochondriale (Niemann et al., 2014).(Cassereau et al., 2020) 

III.2. Rôle de GDAP1  

Au cours des dernières années, des études sur la structure et les mécanismes d’action de GDAP1 

ont considérablement intéressé plusieurs équipes de recherches afin de mieux caractériser son 

rôle et sa fonction physiologique, mais également d’étudier sa pathogénicité et le mécanisme 

en cause, puisque des mutations de ce gène conduisent à plusieurs formes de CMT (Partie III.3 

du chapitre 3). Le fait de mieux comprendre le(s) rôle(s) de GDAP1 permettrait ainsi de définir 

des cibles moléculaires et concevoir des approches thérapeutiques. 

Certains aspects sur le rôle de GDAP1 restent encore à explorer, alors que d’autres sont 

contradictoires. Néanmoins, GDAP1 pourrait être impliqué dans plusieurs fonctions telles que : 

la dynamique et le transport mitochondrial, le stress oxydatif, l’homéostasie du calcium, la 

production d’énergie, le potentiel membranaire de la mitochondrie, l’organisation du golgi, la 

maturation des lysosomes, ou encore l’autophagie (figure 19). 
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Figure 19 : Rôles de GDAP1 

III.2.1. GDAP1 et mitochondrie 

III.2.1.1. GDAP1 et dynamique mitochondriale 

Des études d’expression, réalisées sur différents modèles cellulaires, semblent suggérer un rôle 

de GDAP1 dans la dynamique mitochondriale. Il a été suggéré que la surexpression de GDAP1 

dans les cellules COS (lignées cellulaires de type fibroblaste dérivées de tissu rénal de singe) 

entraînait une fragmentation accrue du réseau mitochondrial sans induire l'apoptose, ce qui 

suggère ainsi son implication dans le processus de fission (Niemann et al., 2005). De façon 

complémentaire, l’inhibition de GDAP1 dans la lignée N1E-115 (cellules de neuroblastome) 

par ARN interférence montre un réseau mitochondrial tubulaire et filamenteux, appuyant sur le 

rôle potentiel de GDAP1 dans la fission mitochondriale (Niemann et al., 2005). 

L’évènement de fragmentation induit par GDAP1 peut être contrebalancé par l’intervention des 

protéines connues pour induire la fusion mitochondriale MFN1 et MFN2 et par l'expression 

d’un mutant négatif Drp1 (Niemann et al., 2005). Lors de la fission, Drp1 est recruté au niveau 
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de la membrane externe mitochondriale. L’hydrolyse de Drp1 permet la formation d’un anneau 

de Drp1. Bien que plusieurs études aient montré l’implication de GDAP1 comme facteur de 

fission, le mécanisme moléculaire exact n’a toujours pas été établi (figure 20).  

La protéine GDAP1 est ancrée dans la membrane mitochondriale externe grâce à son domaine 

transmembranaire C (TMD). Il a été montré que les acides aminés qui entourent ce domaine 

sont essentiels non seulement pour l’ancrage mais aussi pour la fonction de fission de GDAP1. 

Le domaine hydrophobe HD est aussi nécessaire à la fonction de fission, son altération affecte 

en effet l’activité de fission (Niemann et al., 2005; Wagner et al., 2009). Un rôle dans la fusion 

mitochondriale a aussi été suggéré, mais reste à confirmer (Wagner et al., 2009). 

 

Figure 20 : GDAP1 et le mécanisme de fission mitochondriale 

III.2.1.2. GDAP1 et transport mitochondrial 

Le transport mitochondrial est nécessaire pour assurer les besoins énergétiques au niveau des 

neurones. Pla-Martin et al suggèrent que GDAP1 participe au mouvement antérograde et 

rétrograde en interagissant avec des protéines impliquées dans le transport axonal comme 

RAB6B, caytaxin et Beta- tubuline (Estela, 2011; Pla-Martìin, 2013) (figure 21). RAB6B est 

impliquée dans le transport rétrograde en interagissant avec la dyeneine (Wanschers et al., 
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2008), alors que caytaxin est impliquée dans le transport antérograde en se liant avec la 

kinesine-1 et les microtubules (Aoyama et al., 2009).  

Une étude récente a montré que, au niveau des motoneurones embryonnaires de souris Gdap1-

/-, le déplacement mitochondrial était plus lent dans le transport rétrograde, et plus interrompu 

(accompagné de pauses), dans le transport antérograde (Civera-Tregón et al., 2021). Le 

mécanisme de pause dans le transport antérograde est associé à une augmentation de calcium 

intracytosolique (Civera-Tregón et al., 2021; Saotome et al., 2008). Ces dysfonctions peuvent 

entraîner des conséquences sur la transmission synaptique puisque le calcium et l’énergie sont 

très demandés par les synapses distribuées par les mitochondries (Lin and Sheng, 2015).  

 

Figure 21 : GDAP1 et le transport mitochondrial 

III.2.1.3. GDAP1 et le stress oxydatif 

GDAP1 possède un domaine glutathion S-transférase atypique (GST) localisé à l’exterieur de 

la membrane mitochondriale externe. La GST est une enzyme impliquée dans le processus de 

la détoxification des radicaux libres. Dans des conditions physiologiques, le GST de GDAP1 

pourrait être en lien avec la surveillance du niveau métabolique de GSH dans certaines cellules 

spécifiques. Ce GSH est considéré comme le tampon oxydoréducteur cellulaire permettant de 

contrôler l’état redox cellulaire (Huber et al., 2016; Noack et al., 2012). 
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Une perturbation de l’activité de la glutathion-S-transferase réduit la capacité antioxydante 

cellulaire et sensibilise ces cellules au stress oxydant. La surexpression de GDAP1 dans les 

cellules neuronales HT22, exposées à une concentration élevée de glutamate, induit une 

résistance au glutamate par une augmentation du niveau de GSH, cette augmentation neutralise 

les ROS et stabilise ainsi le potentiel membranaire mitochondrial Ψm (Noack, 2012). 

En revanche dans les cellules HT22 et motoneurones-like NSC34 avec GDAP1-/-, les cellules 

ont été soumises à une toxicité oxydative induite par l’excès de glutamate. Cette concentration 

élevée de glutamate inhibe la voie de synthèse de GSH. De plus, en absence du domaine GST 

de GDAP1,  la cellule se trouve avec un épuisement du niveau de GSH et une augmentation de 

ROS produite notamment par la mitochondrie de façon continue, ceux-ci conduisant à la mort 

cellulaire (Noack et al., 2012) (figure 22).  

Une étude ultérieure, réalisée dans un modèle animal de souris Gdap1-/-, a montré que les souris 

dépourvues de GDAP1 présentaient un stress oxydatif persistant dans leur SNP. Ce résultat 

confirme donc le rôle de GDAP1 en tant que protecteur contre le ROS. Cependant, Niemann et 

al suggèrent que l’absence de la fonction GDAP1 pourrait être compensée dans le système 

nerveux central par l'expression de son paralogue GDAP1L1 (Niemann et al., 2014). De plus 

un niveau très élevé de ROS a été observé dernièrement dans une étude sur des motoneurones 

embryonnaires GDAP1-/- (Fernandez-Lizarbe et al., 2019). 

Des preuves sur l'action protectrice de GDAP1 ont été rapportées également sur des fibroblastes 

de patients CMT4 porteurs de mutations perte de fonction de GDAP1. Chez ces patients, le 

niveau de GSH était faible comparé aux fibroblastes contrôles (Noack et al., 2012). 
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III.2.1.4. GDAP1 et l’activité bioénergétique 

Un dysfonctionnement bioénergétique mitochondrial est souvent associé à une réduction du 

potentiel de membrane mitochondriale et à une diminution de l’activité du complexe I de la 

chaîne respiratoire , affectant ainsi la synthèse mitochondrial d’ATP. Ces dysfonctionnements 

ont été observés dans plusieurs études au niveau de motoneurone Gdap1−/− (Civera-Tregón et 

al., 2021), du nerf périphérique de souris GDAP1-/- (Barneo-Muñoz et al., 2015) et de 

fibroblastes avec mutation GDAP1 provenant de plusieurs patients CMT (Cassereau et al., 

2011; Noack et al., 2012). 

Cassereau et al., ont récemment réalisé une étude sur un modèle de fibroblastes provenant de 

patients CMT2K porteurs de la mutation p.C240Y, ou la mutation p.R120W, localisées dans 

les domaines GST de la protéine GDAP1. Il a été observé que les fibroblastes étaient 

caractérisés par une déficience du complexe mitochondrial I (CI) de la chaîne respiratoire. 

III.2.1.5. GDAP1 et le potentiel membranaire de la mitochondrie  

Niemann a démontré que des mutations dominantes de GDAP1 sont associées à une fusion 

mitochondriale, liées à une réduction du potentiel membranaire mitochondrial et à une 

augmentation des niveaux de ROS (Niemann et al., 2014). 

A B 

Figure 22 : Rôle de GDAP1 dans la protection contre le stress oxydant.  

GDAP1 possède un domaine glutathion S-transférase atypique (GST). A. la surexpression de GDAP1 

réduit le stress oxydant (ROS). B. L’absence de GDAP1, induit à l’épuisement de stock de GSH, 

associé à l’augmentation du stress oxydant. 
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Par la suite, comme détaillé précédemment, Noack et al ont observé que la déplétion de GSH 

induite par le glutamate dans les cellules HT22-GDAP1 KO, provoque une augmentation de la 

production de ROS. Cette augmentation du stress oxydant est accompagnée d’une perturbation 

du potentiel membranaire. En revanche, la surexpression de GDAP1 permet de mieux contrôler 

le contenu en GSH dans la cellule, ce qui diminue la production de ROS et stabilise le Ψm 

(Noack et al., 2012). 

III.2.1.6. GDAP1 et l’homéostasie calcique  

Une étude fonctionnelle a montré que l’inactivation de GDAP1 dans une lignée cellulaire SH-

SY5Y est associée à une diminution de l’interconnexion entre la mitochondrie et le RE, 

également associé avec une altération de mouvement des mitochondries vers la membrane 

plasmique. Ce changement de contact est concomitant avec la perturbation de l'homéostasie du 

calcium qui entraîne une réduction de l'afflux de calcium induit par SOCE (Store-Operated 

Calcium Entry) (Pla-Martín et al., 2013).  

GDAP1 est plus précisément localisé sur la structure nommée « membranes associées à la 

mitochondrie » (MAMs), qui est un sous-domaine du RE jouant un rôle crucial dans le contact 

entre le RE et la mitochondrie. Cette région est ainsi fondamentale pour la signalisation 

calcique.  

Par ailleurs, une analyse sur des motoneurones d’embryons de souris knock-out pour Gdap1 

dans des ganglions de la racine dorsale a révélé également un effet sur la réduction de calcium 

mitochondriale et une diminution de l’activité de SOCE (Barneo-Muñoz et al., 2015). En 

absence totale de GDAP1, la mitochondrie se localise plus loin du micro-domaine de Ca2+, ce 

qui réduit le contact entre la mitochondrie et le RE. Le résultat est donc une diminution de la 

mobilisation des mitochondries vers la membrane plasmique, ce qui limite l’absorption correcte 

du Ca2+ mitochondriale induite par SOCE. 
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L’interaction entre GDAP1 et les protéines impliquées dans le transport rétrograde et 

antérograde dans les cellules neuronales permet le mouvement ainsi qu’une distribution 

correcte des mitochondries à l’interface du réticulum endoplasmique dans la cellule (Pla-Martín 

et al., 2013). Il a été montré que des mutations de perte de fonction de GDAP1, localisées au 

niveau de l’hélice alpha, altèrent l’interaction entre GDAP1 et les protéines de transport 

(RAB6B et la caytaxine), réduisant ainsi l’activité de SOCE lié à un défaut de localisation de 

la mitochondrie (Barneo-Muñoz et al., 2015) (figure 23).  

 

  

  

Figure 23 : GDAP1 et l’homéostasie du calcium. 

(Schéma adapté aux articles Pla-Martín et al. 2013 ; Barneo-Muñoz et al. 2015). 

A. L’interaction entre GDAP1 et des protéines RAB6B et caytaxin impliquées dans le transport 

rétrograde et antérograde respectivement permet le positionnement correct des mitochondries 

vers le réticulum endoplasmique dans le microdomaine-Ca2+.  

L’absence de GDAP1 (mutation au niveau de la loop alpha) provoque une mauvaise interaction avec 

les protéines de transport. 

B. GDAP1 garde son interaction avec les protéines de transport mais peut avoir un effet dominant 

négatif dans le cas de mutation faux sens. 

B et C. La mutation de GDAP1 (récessive ou dominante) affecte la localisation de la mitochondrie 

dans le microdomaine, la mitochondrie se retrouve alors plus loin du micro-domaine-Ca2+. La 

mitochondrie pert son contact avec le RE, ce qui perturbe l’homéostasie du calcium induite par 

l’activité SOCE. 

A 

B 

A A A 
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III.2.2. GDAP1 et autres organistes 

III.2.2.1. GDAP1 et Golgi 

En plus de son rôle dans la fonction de la mitochondriale, GDAP1 serait aussi impliquée dans 

la fonction du Golgi. Une observation par microscopie électronique d'une lignée cellulaire de 

neuroblastome et d’une lignée Hela mutée avec le gène GDAP1 a montré une altération de la 

morphologie du Golgi avec des citernes qui apparaissent d’une forme irrégulière. Ces mutations 

de GDAP1 entraînent également un changement de localisation de la protéine de TGN46 (K. 

Binięda et al., 2021).  

III.2.2.2. GDAP1 et peroxysomes  

Le domaine TMD qui permet l’insertion de GDAP1 dans la membrane externe mitochondriale, 

permet également son ancrage à la membrane peroxysomale en se liant avec une molécule 

chaperonne et un récepteur d'importation nommé pex19. Il a été démontré que, dans des cellules 

de neuroblastome de souris N1E-115 transfectées avec des shRNA ciblant GDAP1, cette sous-

expression de GDAP1 conduit à un allongement peroxysomal, alors que la réexpression de 

GDAP1 favorise la fragmentation des peroxysomes. Il semblerait donc que GDAP1 joue un rôle 

dans la fission des peroxysomes (Huber et al., 2013). 

III.2.2.3. GDAP1 et lysosome  

Cantaro et al, a de plus,suggéré un rôle de GDAP1 en tant que régulateur au niveau du site de 

contact membranaire entre la mitochondrie et le lysosome. Il a été caractérisé qu’un 

dysfonctionnement mitochondrial provoque une morphologie des lysosomes plus large, sans 

altérer leur capacité hydrolytique. La restauration structurale de ces lysosomes peut être induite 

par une régulation du niveau cellulaire en GSH. Ainsi, il a été démontré que l’interaction entre 

GDAP1 et une kinase PYKfyve est nécessaire au maintien à l’état redox et à la maturation des 

vésicules, et que GDAP1 rapprocherait les deux membranes de la mitochondrie et du lysosome 
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en interagissant avec un marqueur lysosomal LAMP-1 (Cantarero et al., 2020). (Cantarero et 

al., 2020). 

III.2.2.4. GDAP1 et l’autophagie  

Une étude récente a proposé deux nouveaux rôles de GDAP1 : dans la participation à un 

évènement précoce de l’autophagie et dans le transport membranaire des vésicules. Ces 

fonctions seraient liées à une interaction potentielle de GDAP1 avec les protéines STX17, LC3I 

et LC3II. Elle aurait lieu au niveau des MAMs et permettrait le flux autophagique. Une 

déficience du gène GDAP1 dans les motoneurones d’embryons de souris (eMN) GDAP1-/- de 

souris semblerait en effet responsable d’un ralentissant du flux autophagique dû à des défauts 

membranaires dans les vésicules autophagiques précoces (Cantarero et al., 2020). 

III.3. GDAP1 impliqué dans le CMT 

III.3.1. Les mutations de GDAP1  

Depuis la découverte du premier gène, PMP22, en 1996, plusieurs gènes codant des protéines 

avec différentes fonctions biologiques et cellulaires ont été décrits comme étant impliqués dans 

la CMT, dont le gène GDAP1.  

En 2002, deux équipes rapportent que des mutations de GDAP1 peuvent conduire à une forme 

autosomique récessive de CMT (CMT4A) (Baxter et al., 2002; Cuesta et al., 2002). En 2005, 

Claramunt et al., publient pour la première fois une mutation de GDAP1 associée à une 

transmission autosomique dominante (Claramunt et al., 2005). 

À ce jour, plus de 100 mutations associées au gène GDAP1 responsables de CMT sont 

répertoriées comme pathogéniques, sur la base de données Human Gene Mutation Database 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). La plupart de ces mutations correspondent à des 

mutations faux-sens (56 %), suivies de mutation non-sens (17 %). On retrouve également des 

petites délétions, insertions (20 %) et mutations d’épissage (7 %) (Cassereau et al., 2011). Ces 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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mutations affectent principalement l’exon 3 et l’exon 6, où l’on retrouve la boucle α et le 

domaine GST-C de la protéine GDAP1 (Cassereau et al., 2011; Pakhrin et al., 2018). 

III.3.2. Transmission de GDAP1 

GDAP1 est considéré comme l’un des rares gènes liés à la fois aux formes autosomiques 

récessives et autosomiques dominantes de la maladie CMT, mais il peut aussi être impliqué 

dans des formes axonales, des formes démyélinisantes et des formes intermédiaires, ce qui rend 

sa classification compliquée. La forme récessive axonale est nommée CMT2K ou AR-CMTax-

GDAP1 (Cuesta et al., 2002; Mathis et al., 2015), la récessive démyélinisante est nommée 

CMT4A ou AR-CMTde-GDAP1 (Baxter et al., 2002; Mathis et al., 2015). Les formes 

autosomiques dominantes ont à ce jour uniquement été associées à des formes axonales de la 

maladie et sont nommées CMT2K ou bien AD-CMTax-GDAP1 (Mathis et al., 2015). Il existe 

aussi des formes intermédiaires de transmission autosomique récessive, nommée CMTRIA ou 

AR-CMTint-GDAP1  (Mathis et al., 2015).  

III.3.2.1.  Mutations GDAP1 à transmission autosomique récessive 

Phénotype : les caractéristiques cliniques des patients porteurs de mutations AR-GDAP1 sont 

sévères et se développent à un âge très précoce dans l’enfance. Chez certains patients, une 

hypotonie est déjà diagnostiquée dans la période néonatale, avec un retard des premiers jalons 

moteurs, vers la fin de la première décennie. Ces patients commencent à perdre leur autonomie 

due à des malformations recentrées au niveau des pieds et des mains. Une faiblesse plus au 

moins importante des membres inférieurs se développe avec la progression de la maladie, 

conduisant souvent à l’utilisation d’un fauteuil roulant.  

Génotype : Les mutations de GDAP1 à transmission récessive sont associées à une perte de 

fonction de la protéine mutée. Il a été montré que la présence d'un codon stop prématuré (PTC) 

du gène GDAP1, dû à des mutations non-sens ou à des délétions/insertions conduisant à des 
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décalages du cadre de lecture, perturbe le processus de traduction et conduit à la production 

d’une protéine tronquée, qui serait mal ancrée à la membrane externe mitochondriale. De plus, 

les ARNm contenant des codons STOP prématurés sont généralement dégradés par le système 

nonsense-mediated mRNA decay (NMD), qui est un système de contrôle cellulaire dégradant 

l’ARNm portant un PTC. Ce système induit ainsi à une diminution de la quantité d’ARNm 

GDAP1 et donc de la quantité de protéines GDAP1, ce qui entraîne l’apparition d’une forme 

sévère de CMT.  

Dans le cas de mutations faux-sens, la protéine GDAP1 peut s’ancrer à la membrane externe 

mitochondriale, mais sa fonction est altérée et peut être responsable de dysfonctionnements 

mitochondriaux (Niemann et al., 2009; Pedrola et al., 2005). Par exemple, des mutations faux-

sens localisées dans la région de α‐Loop de GDAP1 (la région impliquée dans l’interaction 

protéine-protéine) peuvent provoquer une hyper connexion avec la protéine de transport 

β‐tubuline ce qui perturbe le mécanisme de transport ainsi que le déplacement des 

mitochondries dans l’axone (Wagner et al., 2009). D’autres mutations de ce domaine α -loop 

peuvent également perturber l’interaction entre GDAP1 et des protéines de transport conduisant 

à une inhibition de l'activité de la SOCE (González-Sánchez et al., 2017). Cette inhibition ne 

serait pas due à une réduction de l'absorption mitochondriale de Ca2+, mais plutôt à une 

réduction des contacts ER-mitochondries, et donc  à un épuisement des réserves ER-Ca2+ (Pla-

Martín et al., 2013). 

III.3.2.2.  Mutations GDAP1 à transmission autosomique dominante 

Phénotype : le phénotype est moins sévère que dans les formes autosomiques récessives. Ces 

patients présentent une atteinte principalement distale et une progression lente qui apparait 

souvent à l’âge adulte (Sivera et al., 2010). Ces patients présentent un profil 

électrophysiologique de type axonal.  
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Génotype : les conséquences concernant les mutations GDAP1 à transmission dominante 

restent encore mal étudiées, un effet dominant négatif pourrait être proposé comme hypothèse. 

Cette possibilité peut être reliée au fait que les protéines mutantes interfèrent avec celles de type 

sauvage, et affectent la fonction globale de GDAP1, puisque GDAP1 peut former des diméres 

(Huber et al., 2016). Cependant, il a été montré, dans un modèle de cellules COS, que la 

surexpression de formes mutées de GDAP1 (R120W et T157P) induit une fragmentation du 

réseau mitochondriale, similaire à celle associée à la surexpression de la protéine GDAP1 

sauvage. Il reste donc à comprendre si ces mutations du gène GDAP1 peuvent vraiment altérer 

le processus normal de fusion des mitochondries (Niemann et al., 2009; Rzepnikowska and 

Kochański, 2018). 

Contrairement aux mutations à transmission récessive, celles à transmission dominante 

pourraient entraîner une augmentation de la mobilité mitochondriale (González-Sánchez et al., 

2017), ce qui conduit à une perturbation de l’activité énergétique. Cassereau et al ont montré 

que la mutation p.Cys240Tyr altère notamment le complexe I de la chaîne respiratoire de la 

mitochondrie (Cassereau et al., 2009). La surexpression de mutation faux-sens de GDAP1 a 

montré une augmentation de l’activité de SOCE (González-Sánchez et al., 2017).  

III.3.3. Corrélation génotype- phénotype 

La corrélation étroite entre phénotype et génotype liés aux mutations de GDAP1 n’a pas encore 

été établie. Cependant, le mode de transmission génétique de GDAP1 influence énormément le 

phénotype. Par exemple, les caractéristiques cliniques présentes chez les patients AR ont une 

sévérité de la maladie qui est moins fréquente voir absente, chez les patients AD. Sur l’aspect 

fonctionnel de la cellule, selon le mode de transmission, les mutations de GDAP1 semblent 

avoir différents effets sur la fonction mitochondriale. En effet, les mutations AR de GDAP1 

semblent avoir un impact sur la fission tandis que les mutations AD influence plutôt la fusion 

mitochondriale. Même parmi les patients porteurs de la même mutation, des disparités en terme 
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d’âge d’apparition de la maladie ou encore de symptômes ont été observées, avec également 

une variabilité intra familiale notable.(Sivera et al., 2017). Plusieurs études seront donc 

nécessaires dans les années à venir (Article1), afin d’établir une corrélation génotype-phénotype 

du gène GDAP1 en utilisant notamment une approche électrophysiologique, clinique, génétique 

et physiopathologique pour une grande cohorte de patient CMT, puisque jusqu’à présent les 

mutations décrites de GDAP1 étaient limitées à un nombre de patient non apparentés Il serait 

également intéressant d’élargir nos connaissances sur la corrélation génotype-phénotype dans 

différentes zones géographiques (Cassereau et al., 2011; Sivera et al., 2017). 

III.3.4. Le modèle animal et cellulaire de GDAP1  

GDAP1 est principalement exprimé au niveau des neurones du nerf périphérique, il est donc 

difficile d’étudier ce gène car, contrairement aux fibroblastes, les neurones des patients CMT 

ne sont pas prélevables pour les mettre en culture. C’est pourquoi des modèles animaux et 

cellulaires ont été développés pour reproduire des mutations de GDAP1 afin de mieux 

comprendre les mécanismes moléculaires responsables de CMT et potentiellement de 

développer des stratégies thérapeutiques. 

III.3.5. Modèles animaux GDAP1  

III.3.5.1. Modèle de souris  

Plusieurs souris transgéniques ont été développées dans le but de recréer le phénotype génétique 

de patients souffrant de CMT. L’équipe de Niemann et al, ont généré une lignée de souris 

GDAP1 knock-out (Gdap1-/-) utilisant la stratégie de recombinaison Cre-Lox en ciblant l’exon 

5 de Gdap1 (Barneo-Muñoz et al., 2015; Niemann et al., 2014). Dans ce modèle animal, les 

premiers signes de la pathologie ont commencé tardivement à partir de 19 mois avec une 

réduction de vitesse de conduction nerveuse et une hypomyélinisation. De plus, chez les souris 

Gdap1-/- , il a été montré une structure mitochondriale plus large dans les neurones axonaux, 
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avec une altération du transport mitochondrial dans les neurones sensitifs (Niemann et al., 

2014). 

Un deuxième modèle de souris transgénique knock-out Gdap1 a été généré avec une 

recombinaison homologue en ciblant l’exon 1 (Barneo-Muñoz et al., 2015). Cette construction 

a entrainé chez ces souris un développement précoce de la neuropathie avec des déficits 

comportementaux moteurs dès l’âge de 3 mois. La présence d’une telle différence entre les deux 

modèles knock-out GDAP1 pourrait être expliquée par une différence au niveau génétique 

puisque ce n’est le pas même exon qui a été supprimé (exon1 versus exon 5). 

Des études histopathologiques chez les souris Gdap1-/- ont révélé une perte progressive des 

motoneurones (MN). Ces MN étaient caractérisés par une réduction du calcium cytosolique 

associé à des problèmes structuraux des mitochondries (Barneo-Muñoz et al., 2015). 

III.3.5.2. Modèle de drosophiles  

Afin de recréer un modèle de sous-expression de Gdap1 chez la drosophile, son expression a 

été modulée en utilisant des ARN à interférence. L’étude a montré des changements 

morphologiques de la mitochondrie lorsque Gdap1 a été inhibé  (López Del Amo et al., 2015). 

Dans une étude postérieure, l’utilisation de la spectroscopie par résonance magnétique a révélé 

une altération du métabolisme énergétique dans ce modèle (López Del Amo et al., 2017). 

III.3.5.3. Modèle de zebrafish 

Dans le but d’étudier la dynamique mitochondriale dans les neuropathies à petites fibres, un 

modèle de zebrafish knockin (KI) pour le gène GDAP1 a été créé en utilisant la stratégie de 

morpholino. Les chercheurs à l’origine de l’étude ont pu détecter une réduction de la croissance 

des neurites sensitifs chez le zebrafish KI comparé au contrôle (Eijkenboom et al., 2019).  

III.3.5.4. Modèle de levure  

Saccharomyces cerevisiae 
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Afin de mieux comprendre le mécanisme dynamique de la mitochondrie (fission et fusion), une 

souche de Saccharomyces cerevisiae, dont des constructions plasmidiques entrainant des 

mutations faux sens de GDAP, ont été générées par mutagène. Dans les souches mutantes, les 

protéines GDAP1 se liaient fortement avec la β-tubuline (surtout pour les mutations situées à 

proximité du domaine alpha-loop) par rapport aux souches WT de GDAP1 (Estela et al., 2011). 

Un autre modèle de S. cerevisiae a été proposé exprimant plusieurs variantes mutées du gène 

GDAP1 dans le but de déterminer leur pathogénicité associée aux CMT. Ce modèle est très 

adapté pour mieux comprendre la pathogénicité des mutations de GDAP1 et ainsi confirmer de 

nouvelles variantes détectées chez des patients CMT (Rzepnikowska et al., 2020). 

Cependant, le modèle S. cerevisiae reste limité par manque d’homologie avec le gène GDAP1 

humain. En effet, les résultats obtenus chez la levure peuvent ne pas refléter ce qui se passe 

dans les neurones humains. 

III.3.5.5. Modèles cellulaires 

Plusieurs modèles cellulaires ont été développés dans le but de mieux comprendre les 

mécanismes physiologiques et physiopathologiques de GDAP1.  

III.3.5.5.1. Culture de cellules primaires 

Les fibroblastes humains peuvent être obtenus à partir de biopsie de peau provenant de patient. 

Ces fibroblastes sont considérés comme des cellules faciles à obtenir et à manipuler. Le seul 

obstacle pour étudier GDAP1 est que ce dernier est peu exprimé dans les fibroblastes comme 

nous l’avons démontré dans ce travail (Miressi et al., 2021).  

Des cultures primaires de fibroblastes humains provenant de deux patient CMT2K portant des 

mutations GDAP1 à l’état hétérozygote (p.Cys240Tyr et p.Arg120Trp) ont été obtenues 

(Cassereau et al., 2009). 
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À partir de prélèvements au niveau de l’hippocampe et de ganglions de la racine dorsale sur des 

souris et des rats, des cultures de neurones et des cellules de Schwann ont également pu être 

obtenues (Huber et al., 2013; Niemann et al., 2005). 

III.3.5.5.2. Culture de lignée cellulaire  

Certaines lignées cellulaires dérivées des neurones expriment naturellement GDAP1. La lignée 

SH-SY5Y correspond à des cellules de neuroblastome humain, et la lignée N1E-115 est 

originaire d’un neuroblastome de souris. Ces lignées ont été utilisées pour étudier la fonction 

de GDAP1 en le sur- ou sous-exprimant (K. Binięda et al., 2021). 

D’autres lignées n’exprimant pas ou peu GDAP1, telles que les cellules Cos-7, HeLa, 

HEK293T, ont servi à la transfection de construction plasmidique intégrant des mutations de 

GDAP1. 

III.3.5.5.3. Culture cellulaire à base de cellules souches pluripotentes induites ou iPSC  

Le modèle cellulaire idéal à l’étude de la mutation d'intérêt de GDAP1 est donc plutôt difficile 

à obtenir, car il s’agirait idéalement des neurones des patients. Pour contrer cette problématique, 

la stratégie des cellules souches pluripotentes induites (iPSc) a été proposée (Takahashi and 

Yamanaka, 2006). En effet, les iPSc, obtenues à partir de cellules somatiques adultes (souvent 

des fibroblastes) ont la propriété de pouvoir se différencier en tout type cellulaire, y compris en 

neurones grâce à des cocktails de facteurs trophiques bien définis. Ainsi, au sein de notre 

laboratoire, nous avons développé un procédé destiné à générer des motoneurones à partir 

d'iPSc issus de fibroblastes de patients (Faye et al., 2020). 

Cette stratégie a été initiée chez l’homme avec la création d’iPSc à partir de cellules dermiques 

de patients CMT2k et CMT4 porteurs respectivement des mutations, à l’état homozygote, p. 

Leu193* et p.Arg341fs sur le gène GDAP1 (Martí et al., 2017; Saporta et al., 2015). Cette 

stratégie a également été utilisée chez la souris pour reprogrammer des iPSc murins obtenues à 

partir de fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) dont GDAP1 n’est pas exprimé (Gdap1-
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/) (Prieto et al., 2016). Il faut souligner qu’aucune de ces iPSc n’a ensuite été différenciée en 

cellules neuronales à notre connaissance.    
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Partie IV. Strategies thérapeutiques 
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IV.1. Stratégies thérapeutiques appliquées aux neuropathies périphériques 

À ce jour, peu de traitements curatifs ont été proposés pour les patients souffrant de 

neuropathies périphériques, particulièrement la CMT. Néanmoins, des tests thérapeutiques 

basés sur la thérapie génique et l’utilisation de molécules pharmacologiques sont en cours de 

développement au stade pré-clinique (Stavrou et al., 2021). La thérapie génique repose 

généralement sur le principe de remplacement d’un gène défectueux par un gène fonctionnel. 

Mais elle peut également consister en la régulation de l’expression de gènes. Plusieurs gènes 

ont été identifiés comme responsables de la CMT, et pourraient ainsi être des cibles potentielles 

pour une thérapie. Une attention majeure a été portée sur les mutations les plus fréquemment 

retrouvées avec une transmission dominante tel que PMP22, MPZ et MFN2. La compréhension 

des mécanismes impliqués dans la pathologie a beaucoup aidé au développement de molécules 

prometteuses. Certaines de ces molécules pharmacologiques ont été développées comme 

ciblant un mécanisme bien spécifique de chaque type de CMT, alors que d’autres peuvent cibler 

plusieurs voies communes (Pisciotta et al., 2021; Stavrou et al., 2021; Thenmozhi et al., 2020) 

(figure 24). Les principaux mécanismes sont détaillés dans la figure 24. 
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Figure 24 Aperçu des principales approches du traitement de la CMT.  

Les thérapies développées peuvent être divisées en thérapies géniques, principalement basées sur 

l’administration de vecteurs et de nano-médicaments (ASO, siRNA, miRNA, et l’édition de gène par la 

technologie CRISPR) présentant un effet sur la réduction de l’expression de gènes CMT surexprimés. 

De plus, des traitements pharmacologiques tels que (Neureguline1 type III, des antagonistes de 

progestérone, Mélatonine, Curcumine) ont été proposés. 

 

IV.1.1.  Thérapie basée sur la thérapie génique  

Le principe de la thérapie génique consiste à introduire du matériel génétique ayant pour but de 

corriger ou remplacer un gène défectueux dans des cellules affectées. Ce type d’approche est 

proposé pour le traitement des maladies héréditaires incurables  ne répondant pas aux approches 

pharmacologiques conventionnelles (Piguet et al., 2017). Au cours des dernières décennies, la 

thérapie génique a été envisagée pour plusieurs classes de CMT en utilisant les diverses 

stratégies correctives telles que l’utilisation de vecteurs, les oligonucléotides, l’édition 

génomique (Stavrou et al., 2021). 
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IV.1.1.1. Les vecteurs 

L’utilisation de vecteurs permet de guider un acide nucléique d’intérêt à visée thérapeutique 

dans les cellules. En clinique, le virus adéno-associés (ou AAV) est fortement recommandé vu 

sa stabilité et son absence d’intégration dans le génome hôte (comparé aux lentivirus : Virus à 

ARN). Cet AAV a été testé pour conduire un facteur neutrophique Neurotrophin-3 (NT-3). NT3 

est un facteur autocrine qui favorise la régénération et la myélinisation des axones, mais qui est 

aussi important pour la survie et la différenciation des cellules de Schwann (Chan et al., 2001; 

Woolley et al., 2008). Dans une étude pré-clinique récente concernant le traitement de CMTX1, 

il a été rapporté que l’administration intramusculaire de NT-3 vectorisé par l’AAV1 chez des 

souris Gjb1 KO améliore durablement les performances fonctionnelles, en rétablissant 

l'épaisseur des fibres de myéline (Ozes et al., 2022, p. 1). Cette stratégie a également été testée 

dans un modèle de souris pour la CMT1A, ce qui a permis une amélioration au niveau de la 

fonction motrice. NT-3 est actuellement en essai clinique phase I/IIa pour le traitement de 

patients CMT1A porteurs de la duplication du gène PMP22 (NCT03520751). 

IV.1.1.2.  Administration de Nanomédicaments 

Un moyen efficace pour réduire la surexpression de certains gènes CMT voire d’abolir 

l’expression du gène muté, est l’utilisation de nanomédicaments permettant de fournir à la 

cellule de petits fragments d'acides nucléiques. De nombreuses approches ont été développées 

dans le but de diminuer les niveaux d’expression de gènes surexprimés tels que : les 

oligonucléotides antisens (ASO), les ARN à interférences ou encore l’outil CRISPR Cas9.  

IV.1.1.2.1. Oligonucléotides antisens (ASO)  

Un oligonucléotide antisens se définit comme une courte séquence (de 13 à 25 nucléotides) 

simple brin synthétique, qui se lie par complémentarité à des séquences d’ARNm cible. Cela 

entraîne la dégradation de l'ARNm cible par l’enzyme RNAse H1, empêchant ainsi la 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03520751
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production de la protéine d’intérêt (Mustonen et al., 2017). Une injection sous-cutanée 

journalière d'ASO à 50 mg/kg pendant 2 semaines chez des souris C22 adultes (modèle de 

neuropathie démyélinisante sévère surexprimant le PMP22 humain) a permis une réduction du 

niveau de l’ARNm PMP22 jusqu’à 25%, et une amélioriation de la myélinisation des axones 

démyélinisés (Zhao et al., n.d.). Ces résultats ont été confirmés chez le rat CMTA1 

surexprimant également le gène PMP22 avec un phénotype moins sévère que les souris C22, 

en utilisant un traitement hebdomadaire de12.5 mg/kg pendant 12 semaines (Zhao et al., n.d.). 

IV.1.1.2.2. ARN interférents 

Les ARN interférents existent sous 3 différents types, qui ciblent la dégradation de l’ARNm. 

On distingue : les siARN (small interfering RNA), les shARN (short hairpin RNA), et les 

microARN (miRs).  

 Les siARN  

Les siRNA, sont des séquences doubles brin d’approximativement 20 nucléotides, un seul brin 

de siARN va se lier à l’ARNm cible par complémentarité, alors que le deuxième brin se dégrade 

(Mustonen et al., 2017). Une fois dans le cytoplasme de la cellule, le siARN initie un mécanisme 

d'interférence d'ARN; l’ARNm cible est pris en charge par une endonucléase Argonaut 2 qui 

fait partie d’un complexe multiprotéique RISC et va participer à sa dégradation (Mustonen et 

al., 2017). 

Ji-Su Lee et al, ont montré que l’injection intrapéritonéale de siARN chez des souris Tr-J 

portant une mutation naturelle (p.Leu16Pro) du gène Pmp22 normalise efficacement l’ARNm 

de Pmp22 au 6ème jour postnatal, avec une remarquable amélioration de la fonction motrice 

(Lee et al., 2017). Dans le but d’offrir une amélioration de l’efficacité du traitement, des 

nanoparticules composées de siARN conjugués à une molécule de squalène ont récemment été 

appliquées avec succès pour normaliser les niveaux de Pmp22 dans des modèles de CMT1A 

(Boutary et al., 2021) : une injection intraveineuse de ces nanoparticules dans deux modèles de 
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souris transgéniques JP18 (une copie supplémentaire du gène PMP22) et JP18/JY13 (deux 

copies supplémentaires du gène PMP22) améliore significativement la remyélinisation et la 

régénération des axones ainsi que l’activité motrice chez ces souris (Boutary et al., 2021). 

 Les miARN  

Les miARN ou miR se définissent comme des ARN non codants, constitués de petites 

séquences simples brins, composées de 22 nucléotides, présentes dans les cellules eucaryotes. 

Ces miARN se lient par une complémentarité de bases avec la région 3'-non traduite (3'UTR) 

des ARNm ciblés, ce qui induit l’inhibition de la traduction de l'ARNm d’intérêt (Alvarez-

Garcia and Miska, 2005). L’utilisation de miR à but thérapeutique pourrait être efficace pour le 

traitement de neuropathies périphériques. Des miR sont déjà connus pour réguler naturellement 

l’expression de gènes impliqués dans la différenciation et la myélinisation des cellules de 

Schwann. Ji-Su Lee et al, ont constaté que le miR-381 réduit le niveau d’expression de l’ARNm 

et protéique de PMP22 in vitro. De plus, l’administration intra-neurale de miR381 chez des 

souris C22 (CMTA1) a montré une amélioration phénotypique et électrophysiologique, avec 

une augmentation de la VCN (J.-S. Lee et al., 2019, p. 22).  

IV.1.1.3. CRISPR cas9  

Après avoir utilisé les miRNA pour réduire l’expression de PMP22, Ji-Su Lee et al, ont testé 

une nouvelle approche de genome editing « CRISPR Cas 9 ». Cette ingénierie moléculaire 

intéressante est basée sur l'activité nucléase CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeat) et Cas9 (associée à CRISPR) qui coupe définitivement le double brin 

d'ADN et active le système de réparation de l'ADN. Un CRISPR/Cas9 a été conçu pour cibler 

la boîte TATA du promoteur de PMP22. La construction encapsulé avec des liposomes et a été 

injectée par voie intra-neurale locale chez des souris C22 (Lee et al., 2020), et a permis de 

réduire significativement l’expression de l’ARNm PMP22. 

javascript:;
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IV.1.1.4. Les limites de la thérapie génique appliquées aux CMT 

La biodistribution d’agent thérapeutique dans le système nerveux périphérique chez le patient 

CMT constitue un obstacle majeur pour ces thérapies et limite leur utilisation clinique. 

Plusieurs voies d’administration d’agents thérapeutiques ont été proposées, notamment 

l’injection intraneuronale directe, mais son efficacité semble se limiter uniquement au niveau 

du site d’injection  (Gautier et al., 2021; Lee et al., 2020; Sargiannidou et al., 2015). Malgré 

l’efficacité biologique prouvée du facteur trophique NT-3 médiée par l'AAV dans l’étude de 

Burcak et al, il a été souligné qu’une injection par voie intramusculaire ne garantit pas une 

amélioration axonal globale et notamment pour les CMT avec perte axonale distale (Stavrou et 

al., 2021).  

Un large choix de vecteurs a donc été développé pour améliorer la biodisponibilité nerveuse 

des molécules d’intérêt à partir d’une administration intraveineuse, une application qui semble 

prometteuse mais qui pourrait être accompagnée d’effets indésirables ou stimulant 

l’immunogénicité (Boutary et al., 2021; Stavrou et al., 2021). 

Une autre possibilité d’administration pour traiter les patients CMT pouvant fournir une bio-

distribution adéquate est celle basée sur une injection intrathécale lombaire au niveau de la 

racine lombaire, et notamment au niveau du nerf sciatique et fémoral de vecteurs viraux 

exprimant des gènes thérapeutiques (Kagiava et al., 2021, 2019). Cependant, cette injection ne 

peut être utilisée en routine clinique, en particulier à cause des risques potentiels liés à ce geste 

invasif. 

IV.1.2. Thérapie basée sur l’utilisation de molécules pharmacologiques  

IV.1.2.1. Acide ascorbique ou vitamine C 

Il a été montré que l’acide ascorbique (AA) présente une action favorable à la myélinisation in 

vitro dans des cocultures d’axone et de cellules de Schwann  (Huff et al., 2021). Ces résultats 

ont été évalués dans un modèle pré-clinique de souris transgénique surexprimant le gène 
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PMP22 humain présentant notamment un phénotype sévère de CMT1A (C22). Le gavage 

d’acide ascorbique de façon hebdomadaire pendant trois mois a montré une réduction de 

l’expression de PMP22 dans le nerf sciatique et une  amélioration de la survie des souris 

(Passage et al., 2004). Il a été émis l’hypothèse que l’AA agirait par inhibition de l’activité 

enzymatique de l’adénylate cyclase, qui réduit la production de l'adénosine monophosphate 

cyclique (cAMP) (Kaya et al., 2008). L’AA est une solution buvable, facile à fabriquer, et 

surtout bien tolérée par le patient ce qui a ouvert la voie pour un essai clinique. 

Malheureusement, aucun effet significatif du traitement d’AA n’a été détecté chez les patients 

CMT1A lors des essais cliniques (Gess et al., 2015; Pareyson et al., 2011). 

IV.1.2.2. PXT3003 

La molécule PXT3003 combine trois composés : le baclofen, naltrexone et le D-sorbitol. Ces 3 

molécules possèdent un effet synergique sur la réduction de l'activité de l’adénylate cyclase, 

induisant une réduction de l'AMPc intracellulaire connu pour réguler positivement l’expression 

de PMP22. PXT3003 améliore le déséquilibre des voies de signalisations (PI3K-Akt) et (Erk- 

Mek) qui sont importants pour la différenciation et myélisation de cellules de Schwann (Prukop 

et al., 2019). 

Chumakov et al, ont montré qu’un traitement au PXT3003 chez des rats adultes transgéniques 

Pmp22 améliore la vitesse de conduction nerveuse et induit une diminution des niveaux 

d’expression de l’ARNm de PMP22 (Chumakov et al., 2014). Un traitement précoce par voie 

orale avec PTX3003 pendant deux semaines chez de jeunes rats CMTA1 (6-18 jours postnatal) 

a également réduit l’expression de PMP22 avec une correction du déficit moteur (Prukop et al., 

2019). Cependant, son efficacité n’a été avérée dans un essai de phase II que dans le groupe 

avec la dose de PTX3003 la plus élevée (Attarian et al., 2016). Très récemment, un nouvel essai 

clinique de phase III en double aveugle (NCT03023540) a été lancé dans le but de confirmer 

un potentiel bénéfice de ce traitement.  
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IV.1.2.3. Curcumine 

La curcumine est un polyphenol connu pour son activité antioxydante et pour son efficacité 

bénéfique dans les CMT au sein de mon laboratoire d’accueil (Caillaud et al., 2020)(24).  

La curcumine a également montré un résultat bénéfique chez des souris portant une mutation 

p.Arg98Cys du gène MPZ associé au CMTB1. Une administration hebdomadaire par voie orale 

de cette molécule a réduit le stress du réticulum endoplasmique conduisant à une amélioration 

des performances motrices (Patzkó et al., 2012). 

Des nanoparticules de curcumin-cyclodextrin/cellulose appelées Nano-Cur ont été développées 

pour améliorer sa biodisponibilité, prolonger son efficacité et limiter sa toxicité. 

Des tests in vitro et in vivo ont montré qu’un traitement avec les particules de NanoCur 

réduisaient les ROS et amélioraient le potentiel et l’intégrité de la membrane mitochondriale 

(Caillaud et al., 2020) . 

IV.1.2.4. Mélatonine 

Grâce aux propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes que possède cette hormone, il était 

envisageable de tester son efficacité dans des modèles de CMT. En effet, un traitement avec 

une dose de 10mg et 60mg (matin et soir) de mélatonine a été évalué chez trois patients (âgées 

de 8 à 10 ans) atteints de CMT1A pendant 6 mois.  L’analyse des érythrocytes et du plasma des 

patients a montré un résultat bénéfique sur la réduction du stress oxydant avec une augmentation 

significative du ratio GSSG/GSH ainsi qu’une normalisation du taux de cytokines plasmatiques 

pro-inflammatoires IL-1β, IL-2, IL-6, and TNFα qui était initialement élevé chez les patients 

avant traitement (Chahbouni et al., 2017).  

IV.1.2.5. Des antagonistes de progestérone 

Dans le but d’améliorer la myélinisation de la cellule de Schwann, un antagoniste de la 

progestérone a été évalué. En effet, la progestérone est connue pour stimuler le promoteur du 
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gène PMP22 (Désarnaud et al., 1998). L’utilisation d’un antagoniste appelé onapristone, dont 

le rôle est de bloquer les récepteurs de la progestérone, s'est avéré efficace pour diminuer 

l’expression de PMP22 chez le rat CMT1A (Sereda et al., 2003). Bien que l’onapristone 

améliore le phénotype des rats CMT, il n’a jamais atteint le stade d’essai clinique, notamment 

à cause de sa toxicité observée dans une étude antérieure chez des patients cancéreux (Lewis et 

al., 2020). Un autre antagoniste de la progestérone a pu être mené jusqu’à l’essai clinique : 

l'ulipristal acétate (EllaOne®), capable de réduire les niveaux de PMP22 et le stress oxydant 

chez les patients atteints de CMT1A. Malheureusement, ce dernier a été arrêté en raison d’effets 

indésirables hépatiques majeurs chez les patients (NCT02600286).  

IV.1.2.6. Neuregulin-1 type III (NRG1) 

La neuréguline-1 de type III (NRG1-I), est un facteur de croissance paracrine, impliqué dans la 

survie et la myélinisation de cellules de Schwann (Schulz et al., 2014), via l’activation de la 

voie de signalisation PI3K–Akt et MAPK/Erk suite à une activation du récepteur ErbB2 par 

son ligand NRG1-I. Une dérégulation de ces voies est connue pour entraîner des défauts de la 

myélinisation (Ishii et al., 2021). Fledrich et al ont démontré que le traitement précoce avec 

NRG1 soluble dans un modèle de rongeurs CMTA1 améliore efficacement le nombre d’axones 

myélinisés dans les nerfs sciatiques et normalise la cascade de signalisation en aval de ErbB 2, 

impliquée dans la régulation de la myélinisation des nerfs périphériques. Cependant, un 

traitement chez les rats CMTA1 adultes ne montre pas d’amélioration phénotypique (Fledrich 

et al., 2019, 2014). 

IV.2. Stratégies appliquées aux mutations non-sens 

Des mutations non-sens liées aux neuropathies héréditaires ont été identifiées depuis de 

nombreuses années. Ces mutations générèrent des PTC (premature termination codon). Dans la 

majorité des cas, les ARNm contenant ces PTC sont pris en charge par le système NMD qui les 
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détruit afin que la cellule ne fabrique pas de protéines tronquées. Cependant, dans certains cas 

(PTC présent dans le dernier exon du gène par exemple), les ARNm porteurs de PTC peuvent 

échapper au système NMD. C’est notamment le cas des mutations PTC récemment décrites 

dans les gènes SOX10 et MPZ (responsables de CMT) qui conduisent à la production de 

protéines tronquées avec effet dominant négatif sur la protéine native (Inoue et al., 2007, 2004; 

Warner et al., 1996).  

À l’heure actuelle, aucun traitement curatif adapté aux mutations non-sens impliquées dans les 

neuropathies périphériques n’est utilisé en clinique humaine. Néanmoins, il existe de nouvelles 

thérapeutiques prometteuses, préalablement développées pour d’autres maladies génétiques, 

qui permettent de « cacher » les PTC afin de synthétiser partiellement, voir même 

complètement, une protéine pouvant alors être fonctionnelle. 

On peut classer ces différentes thérapeutiques de la façon suivante : 

 Stratégies par des approches basées sur l’acide nucléique : 

 Oligoribonucléotides anti-sens,  

 Les ARNt suppresseurs,  

 Edition de l’ARN par les enzymes ADA « Adenosine deaminase acting on RNA »,  

 La technologie CRISPR. 

 Stratégies par des approches basées sur des molécules de translecture (Revue) 
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Figure 25 : Les différentes approches pour limiter l’impact des mutations non-sens. 

Certaines sont basées sur l’utilisation d’acides nucléiques (les oligoribonucléotides anti-sens, les ARNt 

suppresseurs, l’édition de l’ARN par les enzymes ADA « Adenosine deaminase acting on RNA »,et la 

technologie CRISPR), tandis que d’autres sont basées sur l’utilisation de molécules pharmacologiques 

qui peuvent inhiber le NMD et/ou activer la translecture. 

IV.2.1. Stratégie par des approches basées sur l’acide nucléique 

De nombreuses approches thérapeutiques basées sur les acides nucléiques ont été proposées 

dans le but de corriger les effets de l’apparition d’un PTC. Ci-dessous, nous discuterons 

certaines d'entre elles. 

IV.2.1.1. Les ARNt suppresseurs 

Une des approches pour induire la translecture et glisser sur le PTC est l’utilisation d’ARNt 

suppresseurs. L'ARNt suppresseur fait référence à un aminoacyl-ARNt avec des mutations dans 

les anticodons. Ces ARNt sont modifiés au niveau du triplet de l'anticodon, leur permettant de 
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reconnaitre le codon stop avec une complémentarité parfaite et permettant la continuation de la 

traduction et le « masquage » des mutations non-sens (Keeling et al., 2013; Lueck et al., 2019). 

L’ARNt suppresseur a été utilisé in vitro comme stratégie thérapeutique potentielle pour 

supprimer le PTC dans l’ARNm de la β-globine (Temple et al., 1982) et de la dystrophine  

(Kiselev et al., 2002) responsables respectivement de la β-thalassémie et de la dystrophie 

musculaire de Duchenne. L’efficacité de cette stratégie a été aussi montrée dans un modèle in 

vivo de souris transgénique avec une mutation ocre (UAA). En effet, une injection directement 

dans le muscle squelettique et dans le cœur de ces souris avec un plasmide portant plusieurs 

copies d’ARNt sérine humaine permet de produire le chloramphénicol acétyltransférase, et de 

supprimer le PTC reconnu par ARNt sérine  (Buvoli et al., 2000). 

L’efficacité de cette approche dépend de plusieurs facteurs : le niveau d’expression, la stabilité 

des ARNt suppresseurs dans les tissus cibles, la nature de codon stop, le contexte nucléotidique, 

et le mode d’administration. Ce qui est avantageux avec cette approche, c’est qu’elle ne 

provoque aucune réponse immunitaire et peu de toxicité puisque la composition chimique de 

l'ARNt suppresseur est similaire à celle de l'ARNt naturel (Keeling et al., 2013; Yu et al., 2022). 

Pour surpasser le problème d’administration, une étude très récente a réussi à administrer un 

ARNt suppresseur véhiculé dans un rAAV chez un modèle murin porteur d'une mutation non-

sens. Le traitement avec cette thérapie n’a pas eu d’impact sur le codon stop naturel (NTC), ni 

sur la totalité des ARNt endogènes (Wang et al., 2022).  

IV.2.1.2. Oligonucléotides 

Ces oligonucléotides antisense ont déjà été définis dans le chapitre 1.2.1. Néanmoins, il est 

nécessaire de préciser ici qu’ils peuvent être synthétisés avec différentes modifications de leur 

structure chimique et être soit de type 2-O-méthylphosphorothioate (2OMePS) (Neil and 

Bisaccia, 2019), soit de type oligomère morpholino (PMO) dans le but d’éviter leur dégradation 

rapide par des endo- et des exo-nucléases (Amantana and Iversen, 2005).  
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La stratégie basée sur le saut d’exon est développée depuis une vingtaine d’année. Elle a montré 

des résultats prometteurs sur des modèles cellulaires et animaux. L’utilisation d’ASO ciblant 

les PTC a connu un développement clinique dans plusieurs maladies génétiques telles que la 

dystrophie musculaire de Duchenne et la mucoviscidose (Sanderlin et al., 2022; Schneider and 

Aartsma-Rus, 2021). Un traitement avec des ASO était capable de récupérer partiellement la 

fonction de la protéine CFTR après une élimination de l’exon 23 dans les cellules primaires 

épithéliales bronchiques d'un patient atteint de mucoviscidose avec une mutation à l’état 

homozygote CFTR-p.Trp1282* (Michaels et al., 2022).  

IV.2.1.3. Edition de l’ARNt par les enzymes ADA « Adenosine deaminase acting on 

RNA » 

Dans le but de traiter les maladies génétiques causées par des mutations non-sens, Woolf et al. 

ont développé un nouveau concept de stratégie thérapeutique basé sur un mécanisme d’édition 

de l’ARN (Woolf et al., 1995). L’édition de l’ARN est un processus post-transcriptionnel qui 

permet la conversion des adénosines (A) en inosines (I) par désamination de la base, catalysée 

par une enzyme appelée ADAR (adenosine deaminase acting on RNA). Les enzymes ADAR 

possèdent un ARN guide (ARNg) qui se fixe sur la région cible d'ARN double brin. Suite à une 

injection dans les embryons de xénope  de l'enzyme ADAR dirigée par un oligonucléotide 

ciblant un  PTC UAG de l'ARNm de la dystrophine, une édition de l’ARNm a converti 

l’adénosine de ce PTC en inosine (Woolf et al., 1995) . Vu la similarité d’appariement de base 

entre l'inosine et la guanosine, lors de la désamination, les adénosines sont fonctionnellement 

lues en guanosines par la machinerie de traduction et dans le cas ci-dessus, c’est le codon GAG 

qui est alors lu à la place de la mutation PTC UAG (Woolf et al., 1995). 

IV.2.1.4. La technologie de CRISPR 

Cette technologie a précédemment été définie dans le chapitre 1.2.3. Elle offre une grande 

opportunité pour la correction des mutations non-sens. La correction ou la création de mutation 
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est également efficace en utilisant des éditeurs de base de cytidine désaminase (CBE) par 

substitution directe des bases d'ADN C→T (ou G→A), mais aussi en convertissant l'adénine 

en guanine ou la thymine en cytosine obtenue par les éditeurs de base d'adénine (ABE) (C. Lee 

et al., 2019). Récemment, il a été rapporté que la suppression des mutations non-sens peut être 

effectuée par la méthode ABE en utilisant les éditeurs de base d'adénine, appelés CRISPR-pass 

pour contourner les PTC (C. Lee et al., 2019). Ce procédé a été appliqué sur des fibroblastes 

prélevés chez des patients atteints de xeroderma pigmentosum complémentation groupe C, 

présentant une mutation non-sens (c.1840C>T, p.Arg579*(UGA)) du gène XPC.  Le PTC 5′-

TGA-3′ a été converti en guanine 5′-TGG-3′ ce qui a permis de récupérer une fonction partielle 

du gène XPC (C. Lee et al., 2019). 

IV.2.2. Stratégie par des approches basées sur des molécules de translecture (Revue) 

Environ 10% des maladies génétiques, sont causées par une mutation non-sens (Mort et al., 

2008). L'une des stratégies thérapeutiques envisagées pour contourner le PTC est la lecture 

« forcée » par de petites molécules médicamenteuses appelées molécules de translecture (ou 

Read through). Ces molécules favorisent l'incorporation d'un acide aminé au niveau du PTC à 

travers la chaîne polypeptidique native.  

Les pages suivantes correspondent à une revue rédigée au cours de ma thèse, qui reprend les 

mécanismes d'actions des différentes molécules de translecture et leurs efficacités potentielles 

pour induire la lecture de PTC. Certaines d’entre elles ont déjà été évaluées dans plusieurs 

modèles expérimentaux. 

La deuxième partie de la revue présente le système NMD, et notamment son mécanisme 

d’action, ainsi que les molécules inhibitrices de ce système. Je finis cette revue par une 

description de thérapies innovantes pour le traitement de maladies neurodégénératives 

héréditaires induites par des mutations non-sens. 
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Objectifs 

 

Figure 26 : Représentation schématique des objectifs de la thèse 

 

L'unité de recherche NeurIT, vise à comprendre les mécanismes physiopathologiques des 

Neuropathies périphériques, et plus particulièrement, ceux de la maladie de Charcot-Marie-

Tooth, dans le but de développer d’éventuelles approches thérapeutiques. 

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT), est une neuropathie périphérique héréditaire 

sensitivomotrice, pouvant être provoquée par des mutations dans plus de 100 gènes, dont le 

gène GDAP1. Ce gène est principalement exprimé dans la membrane externe mitochondriale 

des cellules du système nerveux périphériques (motoneurones, cellules de Schwann). À l’heure 

actuelle, aucun traitement curatif n’a été proposé pour cette maladie liée au gène GDAP1. 

Comme précisé précédemment, cette maladie touche principalement les motoneurones, qui ne 

peuvent être prélevés pour des études in vitro. C’est pourquoi notre laboratoire a décidé de 

générer des cellules iPSc à partir de patients atteints par une mutation sur le gène GDAP1, afin 

d’obtenir des motoneurones comme modèle d’étude permettant de comprendre les mécanismes 
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physiopathologiques associés à des dysfonctionnements de GDAP1, et potentiellement 

développer des stratégies thérapeutiques. 

Ce projet doctoral s’articule autour de quatre objectifs principaux : 

Objectif 1 : Dans un premier temps, nous avons réalisé une revue sur les différents mécanismes 

d’actions des molécules de translecture et inhibiteurs du NMD connus à ce jour. Cette revue 

fait partie du chapitre IV de l’introduction de la thèse.  

Objectif 2 : Le but de ce travail était d’explorer les mécanismes moléculaires associés à la forme 

axonale spécifique de la maladie CMT, liée à une mutation homozygote sur le gène GDAP1 

(p.Ser194*) qui conduit à l’apparition d’un PTC. Pour cela, un modèle cellulaire de 

motoneurones issus de cellules iPSc, elles-même issues de fibroblastes d'un patient porteur de 

la mutation d'intérêt sur le gène GDAP1 a été créé au sein du laboratoire avant mon arrivée. 

Un de mes objectifs de thèse était de participer à la caractérisation de ce modèle afin de 

découvrir les mécanismes moléculaires induits par cette mutation. Les résultats sont présentés 

dans l’article 2, publié dans Biomedicines en 2021. 

Objectif 3 : Lors de la caractérisation du modèle précédemment cité, nous avons montré la 

présence d’une très faible expression de l’ARN GDAP1 et de la protéine GDPA1 dans les 

motoneurones issus d’iPSc du patient porteur du PTC UGA comparé au contrôle. Ce résultat 

montre que le système NMD détruit, comme attendu, les ARNm porteurs de la mutation STOP, 

mais qu’une portion de ces ARNm est encore présente.  

L’objectif principal de ma thèse était d’explorer une stratégie thérapeutique visant à corriger 

l’expression de GDAP1 dans ce modèle de motoneurones en testant des inhibiteurs du NMD 

afin d’augmenter la quantité d’ARNm GDAP1 et/ou en testant des molécules de translecture 

afin de permettre une traduction complète de l’ARNm en protéine en « glissant » sur le codon 
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STOP. Nous avons évalué ces molécules sur l’expression protéique de GDAP1 mais également 

sur la morphologie des organites cellulaires tels que les mitochondries et l’appareil de Golgi 

(Article 3). Ce travail a été réalisé grâce à une étroite collaboration avec le Dr Fabrice Lejeune 

de l’Institut Pasteur de Lille, qui nous a offert gracieusement certaines de ces molécules. 

Objectif 4 :  Nous nous sommes intéressés dans cette étude à un autre gène impliqué dans la 

CMT et responsable de la majorité des formes démyélinisantes autosomiques récessives : le 

gène SH3TC2. Dans ce gène, 62% des mutations détectées sont des mutations non-sens. En 

collaboration avec les collègues du service de Biochimie et Génétique Moléculaire et l’unité 

fonctionnelle de Bioinformatique du CHU de Limoges, nous avons recherché, identifié et 

caractérisé les mutations présentes chez un patient atteint de CMT. Ce travail est présenté dans 

l’article 4, publié dans Journal of Personalized Medicine en 2022.



 

Résultats 



 

Article 1 (revue): Read-through activator and NMD inhibitors 

molecules in neurodegenerative diseases 

 

Auteurs:  

Nesrine Benslimane, et co-auteurs 

 

Revue en préparation. 
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Présentation résumée de la revue N°1 

 Des mutations non-sens générant un codon de terminaison prématuré (PTC) peuvent 

induire à la fois une dégradation prématurée de l'ARNm muté ou la production d'une protéine 

tronquée. L'une des stratégies thérapeutiques envisagées pour contourner le PTC est «la 

translecture» basée sur des médicaments à petites molécules. Ces molécules favorisent 

l'incorporation d'un ARNt proche cognat à la position du PTC à travers la chaîne polypeptidique 

native. Dans cette revue, nous avons détaillé les différentes stratégies existantes organisées 

selon les types de molécules pharmacologiques à travers leurs différents mécanismes. Les 

résultats positifs des molécules de transleure testés dans de multiples modèles de troubles 

neuromusculaires indiquent le potentiel de cette approche dans les neuropathies périphériques. 
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Article 2: GDAP1 Involvement in Mitochondrial Function and 

Oxidative Stress, Investigated in a Charcot-Marie-Tooth Model of 

hiPScs-Derived Motor Neurons 

Auteurs:  

Federica Miressi, Nesrine Benslimane, Frédéric Favreau, Marion Rassat, Laurence Richard, 

Sylvie Bourthoumieu, Cécile Laroche, Laurent Magy, Corinne Magdelaine, Franck Sturtz, 

Anne-Sophie Lia, and Pierre-Antoine Faye. 

 

Article publié dans le journal «Biomedicines »  le 02 Aout 2021 
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Présentation résumée de l’article N°2 

Des mutations dans le gène GDAP1 ont été décrites comme étant responsables des formes 

démyélinisantes et axonales de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT).  La protéine 

GDAP1, est une protéine de la membrane externe mitochondriale exprimée principalement dans 

les cellules des nerfs périphériques, et notamment les motoneurones. 

La protéine GDAP1 a récemment intégré la famille des Glutathion-S-transférases (GST). 

Certains aspects fonctionnels sur le rôle de GDAP1 restent encore à explorer. Néanmoins, il 

semble que GDAP1 soit impliqué dans la fission mitochondriale, l’homéostasie du calcium, et 

le stress oxydant. Plus récemment, l'interaction de GDAP1 avec le réseau trans-Golgien, 

l'autophagie et la maturation des lysosomes a été proposée.   

L’objectif de ce travail était de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques induits 

par la mutation STOP homozygote c.581C>G (p.Ser194*) de GDAP1. Pour pouvoir évaluer 

ces mécanismes, l’équipe a acquis une technologie innovante basée sur les cellules souches 

induites à la pluripotence (iPSc). Les membres du laboratoire ont ainsi créé, à partir de 

fibroblastes humains d’individus sains et d’individus porteurs d’une mutation homozygote non-

sens sur le gène GDAP1 des iPSc. Ces iPSc ont été ensuite différenciées en progéniteurs 

neuronaux (PN) puis en motoneurones, utilisables pour l’étude des mécanismes 

physiopathologiques d’intérêt. 

J’ai participé à la caractérisation de ce modèle, qui correspondait à la première étude 

fonctionnelle de motoneurones mutés sur GDAP1 et issus de cellules iPS humaines. Dans cette 

étude, l’analyse par RT-PCR a montré que, chez les contrôles, l’ARNm GDAP1 est exprimé 

principalement dans les cellules neuronales (PN et motoneurone) comparé aux autres types 

cellulaires (fibroblastes, iPSC). Nous avons observé que, dans les motoneurones du patient, ce 

niveau d’ARNm est drastiquement réduit, probablement dégradé par le système de NMD. Les 

études morphologiques et fonctionnelles ont révélé dans les motoneurones issus de patient CMT 
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une diminution de la viabilité cellulaire associée à un dysfonctionnement lipidique et au 

développement d’un stress oxydant. La mitochondrie est un organite clé dans la génération du 

stress oxydant mais elle est aussi principalement impliquée dans le métabolisme énergétique. 

Ainsi, dans les motoneurones du patient CMT, des anomalies des crêtes mitochondriales ont 

été observées, même si aucun déficit de production d’ATP n’a été mis en évidence. 

En conclusion, ce modèle cellulaire de motoneurones dérivées d’iPSc souligne le rôle de la 

mitochondrie et du stress oxydant dans la maladie de CMT.   

Ces résultats ont démontrés que les cellules hiPS peuvent être un outil puissant pour recréer 

n’importe quel modèle cellulaire approprié à partir des cellules de patients porteurs de 

mutations. Les hiPSC se révèlent donc essentielles pour comprendre le rôle physiopathologique 

de la protéine altérée, mais aussi pour l’étude de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
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Actualité depuis la publication de l’article N°2 

Depuis la publication de cet article, la liste des rôles de GDAP1 a progressé. On rapporte à 

présent l’implication de GDAP1 dans le contact entre la mitochondrie et le réticulum 

endoplasmique en interagissant avec la protéine actine-collifine-1. Comme l’actine-cofiline-1 

est une protéine liant l'actine, une réduction de filaments d'actine à proximité des mitochondries 

a été observée dans les cellules avec GDAP1 muté (Wolf et al., 2022). Un rôle également dans 

le contact entre la mitochondrie et le lysosome a été aussi décrit (Pijuan et al., 2022), ainsi que 

dans le processus d’autophagie (Pijuan et al., 2022). Très récemment, dans une étude 

métabolomique, GDAP1 a été identifié parmi les dix gènes impliqués dans l’action de l’osthole 

sur le microbiote intestinal, dans le cadre de douleur neuropathique (Li et al., 2022). Ces 

différents processus restent à caractériser dans notre modèle cellulaire.  

Le protocole de la différenciation des motoneurones dérivé d’iPSc pour GDAP1 a été rapporté 

pour la première fois dans notre équipe. Récemment une équipe allemande a créé un modèle 

d’iPSc GDAP1 (p.Leu239Phe+p.Arg273Gly et  c.579 + 1G>A) (Wolf et al., 2022), qu’ils ont 

différencié en motoneurones en adaptant le protocole de différenciation neuronale décrit par 

Reinhardt et al (Reinhardt et al., 2013).  
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 Efficacité des molécules de translecture et inhibiteurs du NMD 

sur des progéniteurs neuronaux porteurs de la mutation 

c.581C>G (p.Ser194*), à l’état homozygote sur le gène GDAP1 

 

I. Introduction  

Avant de tester une stratégie thérapeutique visant les mutations non-sens de notre modèle 

cellulaire de neuropathies CMT-GDAP1, nous avons voulu vérifier si les molécules pouvaient 

entrer et agir dans les progéniteurs neuronaux de contrôle et agir sur un système rapporteur. 

Cela correspondrait alors à une preuve de concept de l’efficacité de telles molécules dans un 

modèle cellulaire de neuropathies.  

Nous avons également vérifié que les ARNm GDAP1 muté de notre modèle pouvaient être une 

cible possible pour les molécules de translecture et pour les inhibiteurs du système NMD. 

Et nous avons modifié le protocole de différenciation des iPSc en motoneurones afin de 

« simplifier » leur création.  

Ces trois points sont présentés dans les pages suivantes en préambule de l’article N°3. 

1. Preuve de concept : Molécules de translecture 

Avant de tester ces molécules sur les MN dérivés d'iPSc du patient, nous avons confirmé dans 

un premier temps si ces molécules pénétraient dans les cellules neuronales dérivées d’iPSc. 

Nous avons également recherché leur efficacité sur la correction de mutations non-sens d’intérêt 

présentes dans un système rapporteur inséré au sein de notre modèle. Pour cela, j’ai transfecté 

des progéniteurs neuronaux issus d’iPSc de contrôle avec des constructions plasmidiques 

adéquates soit avec le plasmide pFlucWT ou pFlucUGA  (Benhabiles et al., 2017). Ce dernier 

plasmide exprime la luciferase firefly (Fluc) avec une mutation non-sens dans la partie codante. 

Cette construction contient également une séquence intronique qui sera soumise au système 
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NMD. Ces constructions plasmidiques ont été conçues par nos collègues de l’institut Pasteur 

de Lille.  

Les cellules transfectées ont ensuite été traitées pendant une durée de 20h avec 1mg/ml de G418 

(contrôle positif), et de 100µM de molécules de translecture identifiées par nos collègues 

lillois : CMNS1 et CMNS2. Nous avons observé des augmentations de la luminescence dans 

les PN transfectés avec pFlucUGA traités avec la molécule CMNS1 à 100µM de façon plus 

importante que pour le traitement avec G418 (figure 27).  

 

 

Figure 27: Résultats des tests des molécules de translecture dans des PN transféctés par pFlucUGA. 

Les PN ont été traités avec CMNS1 et CMNS2 à 100µM, et avec du G418 à 1mg/ml (Contrôle positif), 

et DMSO (contrôle négatif) pendant 20h. L’intensité de la luminescence a été normalisée par rapport 

à celles des PN non transfectés. 

Les résultats obtenus pour le pFlucWT a servi de témoin pour montrer que nous étions capables 

de transfecter correctement les PN. Pour le plasmide pFlucUGA, un effet de translecture sur 

l’expression de la protéine Luciférase a été observé avec les molécules de translecture CMNS1 

et CMNS2, ainsi qu’avec notre témoin positif G418.  
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2. Vérification de la présence de la mutation non-sens sur le gène GDAP1 dans notre 

modèle cellulaire.   

Dans notre modèle, la mutation non-sens c.581C>G (p.Ser194*) de GDAP1 se localise sur une 

bordure intron-exon, en 5’ de l’exon 5. Avant de tester des molécules de translecture sur notre 

modèle, il était donc important de vérifier que l’épissage de l’ARNm muté était toujours correct 

et que la mutation non-sens était toujours présente. Après extraction d’ARNm des 

motoneurones, reverse transcription, PCR avec des amorces présentes sur les exons 5 et 6, 

permettant ainsi l’amplification de l’ensemble de l’ARNm, puis séquençage Sanger, nous avons 

confirmé la présence de la mutation ponctuelle c.581C>G à l’état homozygote dans les MN 

dérivés d’iPSc du patient induisant ainsi le remplacement du codon sens TCA codant l’acide 

aminé sérine par un codon stop TGA en position 194 (figure 28). Nous avons ainsi confirmé la 

présence de ce codon STOP prématuré au niveau de l’ARNm GDAP1 muté. 

 

 

Figure 28 :Résultats obtenus par le séquençage Sanger confirmant la présence de la mutation 

c.581C>G, p.Ser194* à l’état homozygote de l’exon 5 de GDAP1 dans les MN issus de patient 

comparé aux MN contrôle. 

 

 

Contrôle  

Patient 

c.581C>G  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Codon-stop
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La présence de PTC au niveau de l’ARNm, pose alors la question de la stabilité de cet ARNm 

et de sa sensibilité au système NMD. Ce système dégrade en effet les ARNm porteur de PTC 

uniquement s’il se trouve à plus de 55 nucléotides en amont de la dernière jonction exon-exon. 

Dans notre cas, le PTC est sur l’avant dernier exon du gène (Exon 5 sur 6) et il est localisé à 

193 nucléotides en amant de la dernière EJC. Tous ces éléments sont donc en faveur d’une 

action très probable du système NMD sur cet ARNm muté (figure 29). 

 

Figure 29: Représentation schématique du gène GDAP1 avec la position de la mutation c.581C>G, 

montrant la possible action du système NMD sur cet ARNm muté. 

3. Adaptation du protocole de différenciation en PN et MN. 

3.1 Optimisation de la culture des iPSc de feeder en feeder free  

La culture des iPSc en feeder (boite « coatée » avec des MEF : Mouse embryonic fibroblasts) 

est chronophage. En effet, un entretien régulier est nécessaire,le passage des iPSc se fait par 

une sélection à l’aiguille afin de nettoyer les zones différenciées, et la culture est réalisée sur 

des MEF qui doivent être préalablement ensemencées une journée avant le passage des cellules. 

De plus, les MEF ont une origine animale ce qui présente un inconvénient majeur d’interaction 

inter-espèce. 
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Afin d’optimiser certains de ces aspects, les iPSc ont été cultivées en feeder-free. Leur entretien 

consiste en un simple changement de milieu déjà prêt à l’emploi avec du mTeSR, et un 

«coattage » en Geltrex. Ces conditions ont amélioré le rendement d’obtention et ont largement 

simplifié la culture journalière.  

3.2 Différenciation d’iPSc en cellules neuronales 

Le protocole mis au point précédemment dans notre laboratoire conduisait à la création de 

motoneurones de qualité, mais il ne permettait pas d’avoir une quantité suffisante de cellules 

neuronales pour pouvoir réaliser tous les tests nécessaires à l’évaluation de l’efficacité de 

différentes molécules thérapeutiques. De plus, l’étape d’apparition des rosettes, est une étape 

lente, qui nécessite un travail très minutieux et difficile pour sélectionner des PN et des MN. 

J’ai donc mis en place au sein du laboratoire un nouveau protocole de différenciation qui nous 

a permis d’obtenir facilement des précurseurs neuronaux qui seront utilisés dans la suite des 

expérimentations.  

Ce protocole a été adapté à partir du protocole de différenciation décrit précédemment par 

Hörner et al. Seule la partie protocolaire concernant la différenciation des MN issues de hiPSc 

a été utilisée et adaptée dans notre laboratoire. Ce protocole englobe 4 phases pour obtenir des 

MN matures en partant d’iPSc.  

Phase 1 : les hiPSc de patients CMT et de contrôle à 75 % de confluence ont été placés dans un 

milieu de différenciation (milieu Neurobasal : Ko-DMEMF12 avec 1X B27, 1X N2, 1 % acides 

aminées non essentiels, et 1 % de Glutamax) complété avec 2µM SB-431542, 2 µM 

dorsomorphine, 3 µM CHIR 99021 et 0.1 mM Acide Ascorbique (AA). Le milieu a été changé 

quotidiennement pendant 5 jours.  

Phase 2 : Pour obtenir les précurseurs neuronaux, les cellules ont ensuite été dissociées à l'aide 

d'Accutase, et ensemencées dans un ratio de 1/6 sur une plaque 6 puits recouverte de Geltrex. 

Le milieu de différenciation a ensuite été complété avec 2 µM d’SB-431542, 2 µM 



Nesrine BENSLIMANE | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  158 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

dorsomorphine, 1 µM CHIR 99021, 0.1mM d’acide Ascorbique, 0,1 µM d’acide rétinoïque, et 

0,5 µM purmorphamine. Le milieu a été changé également quotidiennement pendant 5 jours. 

Phase 3 : À J10, les cellules ont ensuite été dissociées à l'aide de la Dispase II, et transférées 

dans un tube de 15ml. Lorsque les cellules sédimentent au fond du tube, elles sont alors 

récupérées dans le milieu de différenciation complété avec 0,1 mM Acide Ascorbique, 0,5µM 

Acide rétinoïque, 0,5µM Purmorphamine, 10ng/ml BDNF, 10ng/ml GDNF, 10ng/ml IGF-1, et 

cultivées en 100 mm (1 :1) ou en 60 mm (1 :2) Ultra-Low attachement. Tous les jours, les 

cellules sont récupérées dans des tubes 15 ml, après sédimentation, le surnageant est aspiré et 

remplacé par un nouveau milieu de différenciation pendant 5 à 6 jours.  

Phase 4 : À J15/J16, lorsque les corps embryonnaires (EB) sont bien formés, ils sont dissociés 

avec de l’Accumax, puis ensemencés dans des boîtes « coatées » avec 20µg/ml de poly-L-

ornithine et 5 µg/ml de laminine. Le milieu de culture correspondant au milieu de 

différenciation de la phase 3, additionné de 0,1µM de composé E, et en réduisant la 

concentration de la purmophamine à 0.1µM. Le changement de milieu se fait le lendemain du 

passage, puis tous les deux jours de façon très délicate pour ne pas détacher les MN. 

 

Figure 30: Représentation schématique du protocole de différenciation d’iPSc en MN. 
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Impact des changements du protocole de différenciation  

Molécules de différenciation  

 DMH1 : cette molécule a été remplacée par la dorsomorphine. Ces deux molécules 

contribuent à l’inhibition de la voie BMP via le récepteur ALK2 (receptor activin receptor-

like kinase 2). 

 Y : l’inhibiteur de ROCK1, 10µM a été additionné durant le passage de la phase 1 en phase 

2, et de la phase 3 en phase 4. Il offre une adhésion cellulaire après chaque passage, 

améliorant la survie des cellules neuronales. 

Le temps  

 Le temps des passages pour chaque phase a été réduit de 6 à 5 jours.  

Le milieu de différenciation  

 DMEMF12 a été remplacé par le Ko-DMEMF12, qui contient du KnockOut. Ce dernier 

permet de réduire la différenciation spontanée des celulles iPS et des cellules souches 

embryonnaires (Chaudhry et al., 2008). 

 1% d’acides aminés non essentiels ont été rajoutés au milieu de différenciation. 

Ensemencement des cellules  

Les PN et les MN sont ensemencés à une densité cellulaire de 5.105 cellules sur des lamelles 

dans des plaques 12 puits « coatés » préalablement avec du Geltrex pour les PN, et ornithine 

à 1mg/ml plus laminine à 5µg/ml pour les MN. Ce dernier coatage est également adapté 

pour les chambres microfluidiques permettant la survie des MN et la réalisation des études 

en multielectrodes array (MEA). 
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Dans les plaques 6 puits, il est nécessaire de préciser que l’ensemencement des PN se fait 

au 1:6, et celui des MN à 4.106 cellules. 

3.3. Caractérisation des MN avec ce nouveau protocole de différenciation 

 Phénotype neuronal des cellules obtenues  

La majorité des MN obtenus après différenciation (J22), sont positifs pour les marqueurs 

PGP9.5 et Tuj1, ce qui confirme leur profil neuronal. Ils sont également positifs pour le 

marqueur islet qui caractérise les MN matures. Ils expriment également la ChAT (Choline 

acélyltransférase validant la présence de MN cholinergiques (figure 31).  
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Figure 31: Caractérisation des motoneurones obtenus par le nouveau protocole de différenciation 

optimisé. 

Images réalisées par immunohistochimie sur MN. (C, G) DAPI, (A) ChaT, (B) Tuj1, (D) 

ChaT+Tuj1+DAPI, (E) PGP9.5, (F) (Islet), (H) PGP9.5+ Islet+ DAPI. 
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 Expression de l’ARNm GDAP1 dans les PN et les MN 

L’analyse par RT-qPCR, montre que de l’ARNm GDAP1 portant le PTC est faiblement 

exprimé par rapport à celui issu du contrôle dans les PN et MN. Ces résultats sont en accord 

avec les résultats précédemment obtenus avec les cellules neuronales issues du protocole initial 

(figure 32).  

Figure 32: Expression de l’ARNm de GDAP1 dans les MN issus d’iPSc du chez des patient porteur de 

la mutation c.581C>G dans le gène GDAP1 et le du contrôle dans les PN. 

PN : N=3, MN : N=1 

 

 Expression de la protéine GDAP1 dans les PN et les MN 

En accord avec les résultats sur l’expression de l’ARNm, l’analyse par Western Blot utilisant 

un anticorps anti-GDAP1 (polyclonal), montre une très faible expression de la protéine GDAP1 

dans les PN (A) et les MN (B) (figure 7) matures issus du patient comparés au contrôle. Cette 

petite expression de la protéine GDAP1 pourrait être expliquée par le fait qu’une faible 

proportion de l’ARNm portant le PTC arrive à échapper au système NMD. 
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Figure 33: Analyse par western blot de l’expression protéique de GDAP1 chez les cellules issues du 

contrôle et du patient et le patient porteur de la mutation d’intérêt dans les PN (A), et les MN (B). 
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Article 3: Amlexanox: A double property of Read-through and 

Nonsense Mediated Decay Inhibition in Charcot-Marie-Tooth 

Model of hiPScs-Derived neuronal cells harboring a nonsense 

mutation in the GDAP1 gene. 

 

Auteurs:  

Nesrine Benslimane, et co-auteurs 

 

Article en préparation  
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Présentation résumée de l’article N°3 

 

Les mutations non-sens sont à l'origine de multiples neuropathies périphériques. Ces mutations 

induisent la présence d'un codon stop prématuré (PTC) au niveau de l'ARNm. En conséquence, 

une protéine dysfonctionnelle ou tronquée est synthétisée ou même totalement absente en raison 

de l'activation du système de dégradation de l'ARNm à médiation non-sens (NMD). Charcot-

Marie-Tooth (CMT) est la pathologie héréditaire la plus courante du système nerveux 

périphérique, affectant 1 personne sur 2 500 dans le monde. Des mutations non-sens du gène 

GDAP1 ont été associées à une forme sévère de CMT, nous incitant à étudier l'effet de la 

translecture et des molécules inhibitrices de la NMD. Bien que son rôle ne soit pas 

complètement défini, GDAP1 pourrait être impliqué dans des fonctions mitochondriales telles 

que la mitophagie. Nous nous sommes concentrés sur la mutation homozygote c.581C>G 

(p.Ser194*) induisant un CMT2H en utilisant des cellules neuronales dérivées de cellules 

souches pluripotentes induites humaines (hiPSC) du patient. Les molécules de translecture ou 

les inhibiteurs de NMD pourraient être une thérapie innovante dans ces neuropathies 

héréditaires, en particulier les molécules portant la double activité comme l'amlexanox. Un 

traitement pendant 20h avec 100µM d'amlexanox sur des progéniteurs neuronaux est capable 

de stabiliser les ARNm GDAP1 portant un UGA-PTC et d’induire une restauration de la 

morphologie des mitochondries et de l'appareil de Golgi. Ces résultats soulignent que les 

molécules de translecture associées aux inhibiteurs de NMD pourraient être utilisées dans ces 

altérations génétiques de la CMT, ouvrant la voie à de futures investigations et à une thérapie 

potentielle. 
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Actualités depuis l’obtention des résultats de l’article N°3 

Pour examiner l’aptitude de la protéine ré-exprimée GDAP1 à restaurer le dysfonctionnement 

mitochondrial, les PN issus de patient et contrôle ont été traités avec de l’amlexanox et G418 

respectivement 100µM et 1mg/ml. Après 20h de traitement, les PN fixés ont été traités avec un 

anticorps anti-Tom20. Après 20h de traitement, une augmentation de l’expression de Tom20 a 

été observée dans les PN traités par l’amlexanox comparés aux PN non traités (figure34). Ce 

résultat suggère que le gain de signal de Tom20 pourrait être un indicateur de la restauration de 

la mitophagie dans laquelle GDAP1 semble jouer un rôle. 

Une étude a précédemment montré que la perte du signal de Tom20 était probablement liée à 

la perte de l’intégrité des mitochondries pouvant être lésées par le stress oxydant préalablement 

mis en évidence dans notre modèle cellulaire ADDIN ZOTERO_ITEM CSL_CITATION 
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recessive nonsense mutations in the neurofilament light gene (NEFL) are among the causes of 

Charcot–Marie–Tooth (CMT) neuropathy, which affects the peripheral nerves with the longest 

axons. We previously demonstrated that a neuropathy-causing homozygous nonsense mutation 

in NEFL led to the absence of NFL in patient-specific neurons. To understand the disease-

causing mechanisms, we investigate here the functional effects of NFL loss in human motor 

neurons differentiated from induced pluripotent stem cells (iPSC). We used genome editing to 

generate NEFL knockouts and compared them to patient-specific nonsense mutants and 

isogenic controls. iPSC lacking NFL differentiated efficiently into motor neurons with normal 

axon growth and regrowth after mechanical axotomy and contained neurofilaments. 

Electrophysiological analysis revealed that motor neurons without NFL fired spontaneous and 

evoked action potentials with similar characteristics as controls. However, we found that, in the 

absence of NFL, human motor neurons 1) had reduced axonal caliber, 2) the amplitude of 

miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSC) was decreased, 3) neurofilament heavy 

(NFH) levels were reduced and no compensatory increases in other filament subunits were 

observed, and 4) the movement of mitochondria and to a lesser extent lysosomes was increased. 

Our findings elaborate the functional roles of NFL in human motor neurons. NFL is not only a 

structural protein forming neurofilaments and filling the axonal cytoplasm, but our study 

supports the role of NFL in the regulation of synaptic transmission and organelle trafficking. 

To rescue the NFL deficiency in the patient-specific nonsense mutant motor neurons, we used 

three drugs, amlexanox, ataluren (PTC-124), and gentamicin to induce translational read-

through or inhibit nonsense-mediated decay. However, the drugs failed to increase the amount 

of NFL protein to detectable levels and were toxic to iPSC-derived motor 

neurons.","DOI":"10.3389/fcell.2021.820105","ISSN":"2296-634X","note":"PMID: 
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Figure 34: Expression de Tom20 (marquage mitochondriale) chez les PN de du patients porteur de la 

mutation c.581C>G dans le gène GDAP1 et de du contrôle après traitement par des molécules de 

translecture et/ou inhibiteur du NMD. 

Les résultats rapportés dans l’article 3 sont réalisés sur PN. Certains résultats présentés ci-

dessous sont réalisés sur les MN matures. 

1. Test préalable en vue de l’étude de l’efficacité des molécules de translecture et inhibiteurs 

du NMD sur les cellules neuronales de type MN porteuses de la mutation non-sens c.581C>G 

sur le gène GDAP1. 

Pour ce premier test préalable, nous avons utilisé l’amlexanox, connu pour ses propriétés de 

translecture et d’inhibition du NMD et efficace sur les PN. Nous avons observé qu’une 
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concentration de 100µM augmente l’expression de l’ARNm GDAP1 dans les MN comparé au 

MN non traités issus de patient (figure 35).  

 

Figure 35: Expression de l’ARNm de GDAP1 chez des MN porteurs de la mutation c.581C>G dans le 

gène GDAP1 après traitement par l’amlexanox (Aml), N=1. 

2.  Test préalable de l’expression de la protéine GDAP1 en vue d’étudier l’efficacité des 

molécules de translecture et inhibiteurs du NMD sur les cellules neuronales (MN) porteuses 

de la mutation non-sens c.581C>G sur le gène GDAP1. 

L’analyse par immunofluorescence, sur MN du patient et de contrôles, confirment le résultat 

obtenu en ARNm. En effet, l’amlexanox augmente l’intensité de fluorescence de GDAP1 

traduisant la présence d’une plus grande quantité de cette protéine (figure 36).    
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Figure 36: Expression de la protéine GDAP1 dans des MN porteurs de la mutation c.581C>G dans le 

gène GDAP1 après traitement par l’amlexanox et G418. 
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Article 4: From Negative to Positive Diagnosis: Structural Variation 

Could Be the Second Mutation You Are Looking for in a Recessive 

Autosomal Gene 

 

Auteurs:  

Ioanna Pyromali†, Nesrine Benslimane†, Frédéric Favreau, Cyril Goizet, Leila Lazaro, Martine 

Vitry, Paco Derouault, Franck Sturtz, Corinne Magdelaine, and Anne-Sophie Lia 

 

Article publié dans le journal «Personalized Medicine »  le 03 Février 2022 

† : Co-auteurs  
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Actualité depuis la publication de l’article N°4 

Dans la première partie de ces travaux, je me suis beaucoup axée sur l’étude d’une mutation 

non-sens du gène GDAP1 associé à la CMT de forme axonale. Dans cette dernière partie, nous 

nous sommes concentrés sur un autre gène SH3TC2. Il est associé à la forme autosomique 

récessive démyélinisante la plus fréquente de CMT et conduit à des symptômes sévères 

apparaissant dès l’enfance. Actuellement, plus de 100 mutations impliquées ont été décrites sur 

le gène SH3TC2 (Lerat et al., 2019). Certaines d'entre elles sont plus fréquentes, dont la 

mutation c.2860C > T (p.Arg954*), avec une fréquence de 62 % de l'ensemble des mutations 

de ce gène. Dans cette étude, l’analyse par séquençage de nouvelle génération (NGS), nous a 

permis de mettre en évidence cette mutation non-sens sur le gène SH3TC2 trouvé à l’état 

hétérozygote sur l’exon 14 chez un patient atteint de CMTde. Pour comprendre pourquoi la 

maladie à transmission récessive s’est développée chez le patient, il a été nécessaire de 

rechercher une mutation sur le deuxième allèle. Nous avons alors utilisé le logiciel CovCopCan 

développé au sein de notre équipe. Il a ainsi été possible d’identifier la deuxième mutation 

correspondant à une délétion de 922 pb dans SH3TC2 (Chr5:148,390,609-Chr5:148,389,687), 

incluant uniquement l’exon 14 de ce gène.   
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Présentation résumée de l’article N°4 

Les mutations de SH3TC2 sont associées à la forme démyélinisante de CMT. SH3TC2 code 

pour une protéine exprimée principalement dans les cellules de Schwann des nerfs 

périphériques. 

 

Fort de notre expérience dans la constitution du modèle iPS et de modèles cellulaires neuronaux 

appliqués à l’étude du gène GDAP1, nous avons décidé de mettre en place de nouveaux modèles 

d’étude et de nous intéresser aux formes démyélinisantes de la maladie CMT. Via la stratégie 

CRISPR-Cas 9 sur les iPSc de contrôle, nous souhaitons recréer la mutation p.Arg954* à l’état 

homozygote sur le gène SH3TC2. Ce projet correspond à une partie de la thèse de Camille 

LORET. En parallèle, une partie de notre équipe s’intéressant plus particulièrement aux 

variations de structure, nous avons sollicité le patient décrit dans notre article, ainsi que son 

père pour participer à notre recherche via une biopsie cutanée. Les fibroblastes obtenus ont été 

manipulés pour créer des iPSc. Ce projet correspond à une partie de la thèse de Ioanna 

PYROMALI. 

Une fois ces nouveaux modèles iPS obtenus, nous souhaitons les différencier en cellules de 

Schwann grâce à l’expertise du Dr Amandine ROVINI. Les modèles seront ensuite caractérisés, 

puis pourront être utilisés pour évaluer l’efficacité de molécules thérapeutiques. 



 

Discussion et perspectives 



 

Partie I. Les iPSc : une technologie extrêmement utile à l’étude des 

neuropathies périphériques d’origine génétique. 

 

 Les objectifs majeurs de notre laboratoire sont de comprendre les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans les neuropathies périphériques d’origine génétique, telle 

que la maladie de Charcot-Marie-Tooth, mais également de proposer des approches 

thérapeutiques. Dans ces buts, il est important d’avoir des modèles pertinents. Les modèles 

animaux (souris, rat, drosophile, etc …) ont longtemps été choisis comme la stratégie la plus 

adaptée, mais les réflexions éthiques conduisent à présent à tenter au maximum de minimiser 

leur utilisation en privilégiant les modèles cellulaires.  Cependant, selon les gènes étudiés, les 

modèles classiques fibroblastes, etc … ne sont pas toujours idéaux et adaptés. C’est le cas pour 

le gène GDAP1 qui est très faiblement exprimé dans les fibroblastes, comme nous avons pu le 

montrer. Grâce à la technologie iPSc, ceci est à présent possible. En effet, les iPSc, obtenus à 

partir de cellules somatiques adultes (souvent des fibroblastes), peuvent être différenciés en tout 

type cellulaire dont les neurones. Ainsi, dans notre laboratoire, nous avons développé un 

procédé pour générer des iPScs d’individus contrôles et d’un patient CMT à partir de 

fibroblastes de patients présentant une mutation non-sens dans le gène GDAP1 (Faye et al., 

2020; Miressi et al., 2021).  Nous avons ensuite montré ici qu’en les différenciant en 

motoneurones, il était possible d’étudier une partie de la physiopathologie (article 2) et de tester 

des approches thérapeutiques (article 3).   

 Il est cependant extrêmement chronophage de créer des iPSc pour chaque mutation 

d’intérêt en partant d’une biopsie cutanée de patients (plus de 6 mois de manipulations). La 

stratégie que nous souhaitons développer à présent est l’édition de gènes par la technologie 

CRISPR-Cas9 sur nos iPSc contrôle. Nous estimons à un mois le temps de manipulation.  
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Cette ingénierie moléculaire intéressante est basée sur l'activité nucléase CRISPR (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) et Cas9 (associée à CRISPR) qui coupe le 

double brin d'ADN et active le système de réparation de l'ADN pour générer une mutation 

stable, dont potentiellement les mutations non-sens qui nous intéressent. Actuellement, des 

travaux sont en cours dans notre équipe afin de créer de nouvelles mutations non-sens dans les 

gènes GDAP1 et SH3TC2 responsables respectivement de CMT axonal et démyélinisant dans 

les iPSc de contrôles. Les premiers résultats sont extrêmement encourageants, car dès la 

première expérience, des mutations non-sens à l’état homozygote ont pu être générées sur le 

gène SH3TC2 par Camille LORET en première année de thèse, en collaboration avec l’équipe 

du Dr Béatrice Turcq de l’Université de Bordeaux.  
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Partie II. Différenciation des iPSc en cellules neuronales :     

un modèle essentiel pour comprendre les voies physiopathologiques 

et développer de nouveaux modèles cellulaires innovants adaptés 

aux neuropathies périphériques d’origine génétique. 

 

 Plusieurs études, dont une de notre équipe, ont rapporté la génération des 

motoneurones à partir d’iPSc (Faye et al., 2020; Miressi et al., 2021). Le protocole initial 

développé au sein de notre unité de recherche nous a permis d’étudier les mécanismes 

physiopathologiques sur des MN mutés avec la mutation non-sens (Article 2).  

En utilisant ce protocole, la période de culture était d’environ de 30 jours pour obtenir des MN 

et le nombre de cellules obtenues était limité. Lors de ma thèse, j’ai modifié ce protocole de 

différenciation. Il repose sur une procédure simple et plus rapide, 10 jours pour obtenir des PN, 

suivis de 15 jours pour obtenir des MN. Ce protocole a donc été utilisé pour réaliser l’article 3 

dans lequel est présenté nos résultats sur le PN. Les études complémentaires pourront également 

être réalisées sur les MN par mes successeurs.  

Une analyse effectuée par MEA « Microélectrode array », par ma collègue la Dr Amandine 

ROVINI, a montré que les MN obtenus après différenciation sont bien fonctionnels avec une 

activité électrique (figure 37). 
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Figure 37:Activité électrique des MN. 

A. Représentation schématique de la chambre MEA «MEA60 », une chambre MEA contient 60 

électrodes, dont une électrode de référence.  B. MN à J20 dans la chambre MEA. 

 De façon complémentaire, il est à présent possible de créer des cellules de Schwann 

à partir de cellules iPS, au sein de notre laboratoire, grâce à l’expertise du Dr Amandine 

ROVINI. Ma collègue Camille LORET qui crée actuellement des iPSc mutées sur SH3TC2 via 

la stratégie CRISPR-Cas9 utilisera cette voie de différenciation pour étudier la 

physiopathologie liée aux mutations SH3TC2 et testera également des molécules thérapeutiques 

sur ce nouveau modèle cellulaire. 

 Dans la CMT, l’atteinte est neuro-musculaire. En effet, les patients souffrent souvent 

d’une faiblesse musculaire associée à une atrophie. Il est donc intéressant de développer de 

nouveaux protocoles de co-culture entre les MN et les cellules musculaires permettant de 
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former des jonctions neuromusculaires pour obtenir des modèles encore plus fonctionnels. Ceci 

correspond au projet de thèse de Camille SCHERRER, qui vient de débuter sa thèse dans notre 

équipe. Dans l’organisme, les axones des MN sont entourés d’une gaine de myéline formée par 

les cellules de Schwann. L’idéal serait donc d’établir un modèle de triculture de MN, de cellules 

de Schwann et de cellules musculaires afin d’être le plus proche possible de l’état physiologique 

et, ainsi, de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques. 

 De façon parallèle, afin de se rapprocher et de limiter les modèles physiologiques in 

vivo, des modèles avec une certaine complexité ont fait leur apparition, notamment la culture 

3D de type organoïde. En effet, les organoïdes associant les MN sont cultivés dans des 

chambres micofluidiques qui offrent un microenvironnement physiologique. Une chambre 

microfluidique est constituée de deux compartiments qui permettent de séparer efficacement 

les axones des corps cellulaires et les dendrites. Cette méthode permet d’orienter de manière 

unidirectionnelle les axones, à la différence de la culture 2D où les axones sont aléatoirement 

orientés (Osaki et al., 2020). Cette approche est également envisagée au sein du laboratoire. 
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Partie III. Analyses fonctionnelles de GDAP1:             

caractérisation de son rôle dans le stress oxydant                         

et les fonctions mitochondriales 

 Dans les MN issus du patient porteur de la mutation c.581C>G, nous avons mis en 

évidence un stress oxydant, en particulier par la production excessive de l’anion superoxide. 

Ces résultats confirment bien le rôle de GDAP1 dans la protection contre les ROS 

préalablement rapportée dans différents modèles cellulaires et animaux (Noack et al. 2012 ; 

López Del Amo et al. 2015 ; Cassereau et al. 2020). Nous avons observé que cet état de stress 

était associé dans les MN à l’accumulation de gouttelettes lipidiques sous forme de structures 

sphériques dans le cytoplasme des MN mutés. Ces gouttelettes lipidiques ont déjà été observées 

dans différentes maladies du CNS comme la SLA, la Chorée de Huntington, et Parkinson. De 

façon originale, nous avons observé ce phénomène pour la première fois dans un modèle 

mimant le SNP. 

 Des analyses lipidomiques plus approfondies seront nécessaires afin d’identifier le 

type de lipides impliqués. Les résultats préliminaires, à la suite d’expériences réalisées en 

collaboration avec le Pr Pascal Reynier de l’Université d’Angers, mettent en avant une 

accumulation de triglycérides constitués d’acide gras à chaine longue. Il a été suggéré qu’il 

s’agirait d’un moyen de défense contre le stress oxydant. Ces résultats restent à être confirmés 

et des études approfondies sont envisagées. 

 Concernant les mitochondries, l'analyse ultrastructurale a révélé une désorganisation 

de crêtes mitochondriales dans les MN issus d’iPSc du patient. Des altérations morphologiques 

au niveau de la membrane mitochondriale interne ont été observées dans le cas de mutations 

d’autres gènes CMT impliqués dans la dynamique mitochondriale, comme OPA1 (Perkins, 

2009) ou MFN2 (Vallat, 2008). Pour ce qui concerne GDAP1, des anomalies des crêtes ont été 

décrites au niveau de la biopsie nerveuse d’un patient CMT présentant la mutation 

p.Pro59Valfs*4 de GDAP1 (Benedetti, 2010), mais aussi au niveau musculaire de patients avec 
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les mutations p.Leu26Arg and p.Ser169fs (Chen, 2020).  Ces observations sembleraient 

renforcer l’idée que GDAP1 puisse jouer un rôle important dans la dynamique mitochondriale, 

non seulement dans les processus de fission et fusion, mais aussi dans la définition de 

l'architecture mitochondriale interne. C’est pour cette raison que nous avons envisagé de 

réaliser, sur nos modèles cellulaires, des analyses supplémentaires par microscopie de 

fluorescence à déconvolution, mais aussi par microscopie super résolution, avec l’objectif de 

détecter d’autres éventuelles perturbations du réseau mitochondrial associées à GDAP1.  

 Par microscopie électronique, nous avons récemment observé dans les PN dérivés 

d’hiPSc du patient, que la mutation influence la structure de l’appareil de Golgi. Ce résultat est 

en accord avec une étude précédente, menée sur des lignées SH-SY5Y et Hela transfectées avec 

GDAP1 muté (p.Leu239Phe et p.Gly327Asp) (Katarzyna Binięda et al., 2021). Dans cette 

étude, les cellules présentaient une  structure altérée des citernes et des vacuoles (Katarzyna 

Binięda et al., 2021). Un marquage par immunofluorescence sera nécessaire pour identifier les 

protéines impliquées dans cette dysfonction de l’appareil de Golgi, et vérifier quel niveau de 

l’appareil de Golgi est altéré par notre mutation : le cis-Golgien (avec un anticorps anti- 

GM130), le médial-Golgi (GORASP2) ou le trans-Golgien (avec un anticorps anti- TGN46 ou 

anti- B4GALT3). 

 Grâce à ce modèle cellulaire de MN issus d’iPSc, l’équipe pourra continuer les 

investigations concernant la physiopathologie de l’atteinte provoquée par des mutations non-

sens dans le gène GDAP1. En plus des points développés ci-dessus, il serait aussi intéressant 

d’étudier l’intégrité des lysosomes (marquage avec LC3b), l’interaction entre la mitochondrie 

et le RE, l’homéostasie du calcium et la mitophagie.  
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Partie IV. Efficacité des Molécules de translecture et inhibiteurs du 

NMD sur les cellules neuronales porteuses de la mutation non-sens 

c.581C>G dans le gène GDAP1. 

 Les mutations non-sens entraînent l’apparition d’un PTC et un arrêt prématuré de la 

traduction des protéines souvent responsables d’un phénotype CMT sévère. Le « masquage » 

des mutations non-sens représente donc une approche prometteuse pour traiter ces patients 

CMT qui restent dans l’espoir d’une thérapie.  

 Molécules de translecture utilisée seule  

L’activité de la translecture seule peut ne pas être suffisante pour permettre de restaurer la 

production en quantité suffisante d’une protéine, sachant que cette activité de translecture se 

fait sur le peu d’ARNm qui échappe au NMD. Dans notre étude, la CMNS1 (2- Diaminopurine) 

utilisée seule et connue pour son activité de translecture au niveau post transitionnel n’a pas 

montré d’effet sur l’expression protéique de GDAP1 chez les PN du patient, alors que cette 

molécule était capable de restaurer la protéine P53 dans un modèle cellulaire et chez la souris 

(Trzaska et al., 2020). Les résultats préliminaires obtenus lors de la transfection avec le système 

rapporteur PTC-UGA dans les PN traités avec 100µM de CMNS1 étaient pourtant extrêmement 

encourageants, car ils montraient que les molécules de translecture rentraient bien dans les 

cellules neuronales en culture et qu’elles avaient une activité de translecture. Le traitement avec 

cette molécule à 25µM et à 100µM n’a pas eu d’effet sur l’ARNm GDAP1 portant le PTC. Cela 

pourrait être du (ou expliqué) par une trop faible quantité de l’ARNm suite à l’action du NMD 

ou à une localisation du PTC qui ne serait pas idéale pour l’action de cette molécule. 

Si l’hypothèse du niveau d’ARNm trop faible est retenue, il faudrait ajouter à cette molécule 

de translecture un inhibiteur du NMD pour restaurer la production d’une protéine complète. En 

effet, la substitution c.581 C>G se trouve à 193 pb de la dernière jonction exon-exon (> 55pb), 
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et est donc très susceptible d'induire le système NMD. Afin de ré-exprimer une protéine GDAP1 

complète, il serait nécessaire d’associer une activité de translecture et une inhibition du NMD. 

 L’amlexanox, une molécule à double activité 

La molécule amlexanox est connue pour son activité bivalente : elle est capable de stabiliser les 

ARNm qui sont supposés être dégradés par le système NMD et de rétablir la synthèse d’une 

protéine via son activité de translecture. L’amlexanox, est une molécule approuvée par la FDA 

(Agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux) pour le traitement de 

stomatites aphteuses et d’asthme actuellement en essai clinique pour le traitement de diabète 

type 2 et l’obésité (NCT01842282). Elle est commercialisée dans certains pays (Etats-Unis, 

Japon et le Canada). Initialement, l’efficacité de l’amlexanox a été rapportée comme molécule 

de translecture sur trois modèles cellulaires différents (DMD, CF, et Cancer) (Gonzalez-

Hilarion et al., 2012), évaluée in vitro sur des fibroblastes et kéranocytes de patients atteints 

d'épidermolyse bulleuse porteurs d’une mutation homozygote PTC sur le gène COL7A1 

(Atanasova et al., 2017), elle a été récemment testée sur des motoneurones dérivés d’iPSc 

portant une mutation non-sens sur le gène NFL (Neurofilament light) responsable de CMT 

axonal (Sainio et al., 2022). 

 Dans notre modèle cellulaire portant la mutation non-sens sur GDAP1, la molécule 

amlexanox a été capable de stabiliser l’ARNm GDAP1 et de rétablir la synthèse de la protéine 

GDAP1. Nous avons également observé, par microscopie électronique, que cette molécule 

permet une correction morphologique des mitochondries analysées. Ce résultat encourageant 

montre que la molécule est capable d’être efficace à l’intérieur des cellules neuronales et 

suggère qu’elle pourrait être utilisée pour traiter les maladies neurologiques induites par des 

PTC. La concentration de 100µM représente la concentration optimale d’amlexanox dans notre 

modèle. Aucune toxicité sur le développement neuronal n’a été observé pendant les 20h de 
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traitement. Ce résultat est en désaccord avec ce qui a été déjà observé dans une étude précédente 

avec un traitement de 25 (Sainio et al., 2022). 

Cette double propriété a été également rapportée pour l’aminoglycoside G418. 

Malheureusement, cette molécule a des effets toxiques l’éloignant d’un usage clinique. Afin de 

réduire cette toxicité, plusieurs dérivés ont été développé comme ELX02 (ou NB124) qui est 

actuellement en essai clinique de phase 2 pour le traitement de la mucoviscidose 

(NCT04135495). Nous serions également intéressés par cette molécule afin d’évaluer son 

efficacité sur notre modèle cellulaire. 

 Facteurs influençant la translecture par amlexanox 

Des études précédentes ont montré que le traitement avec amlexanox permet une 

translecture du codon UGA (le PTC le plus translu), mais que cette molécule a aussi une activité 

sur les deux autres PTC (AUG, et UAA) (Gonzalez-Hilarion et al., 2012). Il a été rapporté que 

l’efficacité de l’amlexanox dépend de la nature du codon stop mais également du contexte 

nucléotidique. La présence d'un uracile en position -1 (juste avant le PTC) et d'une cytosine en 

position +4 (juste après le PTC) est reconnue pour influencer l'activité de la translecture  

(Atanasova et al., 2017; Manuvakhova et al., 2000). En effet, une meilleure efficacité de 

translecture de l’amlexanox a été montré avec un PTC-UGA suivi de C comparé à un PTC- 

UGA suivi de G (Atanasova et al., 2017). Dans notre modèle, le PTC UGA est suivi d’un A en 

+4 avec une séquence AA en -2 et -1 (-2 -1 UGA +4) suggérant une activité de translecture de 

l’amlexanox relative. Les mutations de GDAP1 et SH3TC2 en cours de création par 

CRIPR/Cas9 dans nos modèles cellulaires pourront confirmer l’influence de ces facteurs sur le 

traitement par l’amlexanox.  

 Inconvénients 

Par ailleurs, il est important d’identifier l’acide aminé incorporé au niveau du codon UGA 

par le mécanisme de translecture. Des études antérieures ont montré qu’en majorité la cystéine, 
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l'arginine et le tryptophane sont préférentiellement insérés (Roy et al., 2016). Parmi ces trois 

acides aminés, aucun ne posséde les propriétés de l’acide aminé natif en 194 de GDAP1 sauvage 

(Sérine). Le nouvel acide aminé incorporé sera donc différent conduisant à une variation dite 

faux-sens, mais qui peut conduire à un phénotype moins sévère pour le patient CMT par rapport 

au patient CMT portant une mutation non-sens. Une analyse par spectrométrie de masse en 

tandem sur des PN issus d’iPCs du patient traité avec amlexanox serait un bon moyen pour 

déterminer l’acide aminé incorporé en position 194-UGA dans notre modèle cellulaire. De plus, 

il sera important de vérifier si la protéine synthétisée avec ce nouvel acide aminé est 

fonctionnelle. La mutation p.Ser194* touche la région alpha-loop de GDAP1,  région impliquée 

dans de transport antérograde et rétrograde mitochondrial qui pourrait être évalué grâce à un 

marquage de caytaxin and RAB6B (González-Sánchez et al., 2017). 

Une question importante qui reste en suspens en utilisant cette stratégie est la propriété 

d’inhibiteur du NMD de l’amlexanox. Il pourrait en effet perturber d’autres substrats 

physiologiques du NMD dans la cellule. À ce jour, dans la littérature, il a été montré que 

l’amlexanox n’affecte pas le niveau d’expression de l’ARNm de trois gènes qui utilisent le 

NMD comme mécanisme de régulation post-transcriptionnelle (Gonzalez-Hilarion et al., 2012). 

Des études complémentaires restent à réaliser pour vérifier ce point sur l’ensemble des ARNm 

de nos cellules. 
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Partie V. Autres molécules thérapeutiques : tests préliminaires 

Criblage de potentielles nouvelles molécules thérapeutiques issues d’extraits fongiques et 

lichéniques. 

Lors de ce projet de thèse soutenu financièrement par l’ANR, nous avons contacté 

l’équipe INSERM U1194 du Pr Patrick Balaguer de Montpellier pour nous aider à obtenir des 

lignes stables contenant les constructions plasmidiques du Dr Fabrice Lejeune, afin in fine de 

pouvoir réaliser des screening de nouvelles molécules thérapeutiques plus facilement en 

s’affranchissant de l’étape de transfection cellulaire des plasmides. Cette collaboration a été 

couronnée de succès car quatre lignées U2OS (Ostéosarcome humain) contenant les 

constructions rapportrices d’intérêt avec la luciférase interrompue ou non par les 3 types de 

codons STOP ont été créées.  

Notre collègue, la Dr Marion Millot, du laboratoire Peirene (UR 22722, Limoges, 

France) nous a alors sollicités pour tester des extraits fongiques et lichéniques, ainsi que 

desproduits purs dérivés (molécules purifiées provenant de lichen). Les lichens sont des 

champignions associés à une algue, dont les propriétés biologiques sont nombreuses, certains 

d’entre eux ayant des propriétés antimicrobiennes et antiprolifératives. 

Lors de ma dernière année de thèse, j’ai ainsi participé aux premiers tests de ces extraits 

sur les lignées cellulaires U2OS-UAA et U2OS-UGA, en suivant le protocole suivant. Les 

lignées sont ensemencées dans une plaque 96 puits avec 17 000 cellules. Après 24h 

d’incubation, les cellules sont traitées avec les extraits lichéniques et les molécules pures de 

lichens dérivés à une concentration de 200µM, associés à des traitements avec G418 (1mg/ml) 

et CMNS1 (100µM) comme contrôles positifs, et DMSO comme contrôle négatif. Après 20h 

de traitement, la Luciférine, le substrat de la luciférase, est ajouté. L’activité de la luciférase est 
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ainsi mesurée par un luminomètre. L’intensité de la lumière produite est un reflet de l’activité 

de la luciférase et donc de la capacité de translecture des molécules d’intérêt sur les PTC étudiés.   

Parmi les 46 extraits et molécules provenant de différents lichens qui ont été testés, nous 

avons pu mettre en évidence une activité de translecture par une molécule pure (X1), et un 

extrait (X2) de lichens. Les valeurs de luminescence obtenues étaient proches ou supérieures à 

celles obtenues avec le témoin positif G418 pour la lignée UGA, respectivement 5,80.10-3 UA 

et 6,14.10-3 UA pour X1 et X2 contre 5,35.10-3 UA pour G418 (figure 37).  

 

Figure 38: Résultats des premiers tests des molécules des extraits lichéniques et produits purs dérivés 

de translecture, dans la lignée U2OS-UGA. 

 Les cellules ont été traités avec la molécule X1 et X2 à 200µM, et avec du G418 à 1000µM (Contrôle 

positif) pendant 20h. 

Ces résultats préliminaires sont extrêmement intéressants, mais doivent être confirmés par des 

tests complémentaires. Si ces résultats sont confirmés, il sera nécessaire d’identifier les 

molécules d’intérêt, les purifier, puis les tester sur notre modèle innovant de motoneurones.   
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Partie VI. Autres gènes CMT et autres modèles 

Les mutations non-sens touchent plusieurs gènes impliqués dans la CMT tel que le gène 

SH3TC2. Dans ce gène, la mutation p.Arg954*, est la mutation la plus fréquente (62% )des 

mutations détectées  

Pour ce gène, nous avons récupéré des fibroblastes de patients portant cette mutation non-

sens à l’état hétérozygote composite associée à une délétion de l’exon 14 sur le deuxième allèle. 

Des iPSc sont en cours de création par Ioanna Pyromali (doctorante en 3ème année). Cette 

même mutation STOP est en cours de création par CRISPR, à l’état homozygote, au sein d’iPSc 

de contrôle par Camille Loret (doctorante en 2ème année). Ces iPSc seront ensuite différenciés 

en cellules de Schwann.  Après avoir caractérisé ce modèle in vitro, et étudié les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la CMT pour le gène SH3TC2, nous souhaitons tester les 

molécules de translecture et/ou inhibiteurs du NMD sur ce modèle cellulaire.  

Dans le but de valider nos résultats, un modèle animal semble nécessaire. Pour le gène 

SH3TC2, il existe déjà un modèle de souris spontané portant une mutation non-sens et 

présentant une neuropathie très proche de celle décrite chez l’humain, quand la mutation est 

présente à l’état homozygote. De plus, une collaboration avec le Jackson Laboratory de Bar 

Harbor (USA) a été créée, dans le but d'obtenir un modèle de souris KI pour GDAP1. La 

création de ce modèle est actuellement en cours. 

Ces deux modèles animaux de souris, avec des mutations non-sens sur le gène GDAP-1 et 

SH3TC2 très proches de celles de nos modèles cellulaires seront importés au sein du laboratoire 

dans les mois à venir. Il sera donc intéressant de caractériser ces modèles et de les traiter par 

les molécules de translecture et/ou inhibiteur du NMD que nous aurons sélectionnées, telle que 

l’amlexanox, dans l’espoir d’observer une réduction ou une correction du phénotype 

responsable de la CMT du point de vue moteur ou sensitif. 
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Conclusion 

La présence de mutations non-sens peut être responsable des neuropathies 

périphériques, telle que la maladie de Charcot-Marie-Tooth. La conséquence de telles mutations 

dans un gène est la production de protéines tronquées, non ou dys-fonctionnelles. Une stratégie 

de « correction » de ces mutations est la translecture, qui permet d’insérer un acide aminé au 

niveau du PTC, pour pouvoir continuer la traduction jusqu’au codon stop naturel. La 

translecture seule n’est pas efficace si l’ARNm portant le PTC est trop dégradé par le 

système NMD. En inhibant ce système et en l’association à des molécules de translecture, la 

protéine d’intérêt pourrait être exprimée de façon plus abondante et à une taille normale.  

Jusqu’à ce jour, aucun traitement curatif n’est disponible pour les patients CMT 

présentant des mutations non-sens. Chez les patients CMT, les cellules phénotypiquement 

touchées sont les cellules du nerf périphérique. Les modèles cellulaires précédemment utilisés 

par les différents groupes internationaux n’étaient souvent pas assez proches de la réalité et il 

était ainsi difficile d’étudier la physiopathologie de la CMT et notamment celle provoquée par 

des mutations non-sens sur le gène GDAP1.La génération d’iPSC à partir de cellules somatiques 

d’un patient CMT-GDAP1 et de contrôles a ainsi permis de recréer, au sein de notre 

laboratoire, des progéniteurs neuronaux et des motoneurones. Grâce à ces modèles, nous avons 

pu montrer le rôle de GDAP1 dans le stress oxydant et dans la fonction mitochondriale. Nous 

avons également initié des approches thérapeutiques, en montrant notamment que la molécule 

amlexanox pouvait avoir un effet positif de translecture et d’inhibiteur du NMD dans notre 

modèle. Les résultats obtenus lors de cette thèse sont extrêmement encourageants. Des études 

complémentaires seront réalisées sur des modèles cellulaires additionnels (SH3TC2) et de 

nouvelles molécules pourront continuer à être testées sur nos différents modèles. Ce travail de 

thèse a permis d’effectuer la preuve du concept que des molécules de translecture et inhibiteurs 

du système NMD peuvent être utilisées sur des cellules du système périphérique. L’étape 
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suivante consistera à tester ces molécules sur les modèles murins qui arriveront prochainement 

au laboratoire, pour in fine, à plus long terme, pouvoir proposer un traitement aux patients CMT 

porteurs de mutations non-sens. En cas de succès, de nombreuses autres neuropathies d’origine 

génétique pourraient potentiellement bénéficier de tels traitements, et plus largement de 

nombreuses autres maladies d’origine génétique provoquées par des mutations non-sens. 
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Caractérisation d’un modèle in vitro de cellules neuronales issues d’iPSc porteuses d’une 

mutation non-sens sur le gène GDAP1 responsable de la maladie de Charcot-Marie-Tooth 

et test d’approches thérapeutiques innovantes 

Les mutations non-sens générant un codon de terminaison prématuré (PTC) peuvent induire la production d'une 

protéine tronquée ou bien une dégradation prématurée de l'ARNm muté par le système NMD (Nonsense-Mediated 

mRNA Decay). Ces mutations non-sens sont la cause d’environ un tiers des maladies d’origine génétique et 

notamment de certaines neuropathies périphériques, dont la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT). Des 

mutations non-sens sur le gène GDAP1 ont été associées à des formes sévères de CMT. Le rôle cellulaire de 

GDAP1 reste encore mal défini. Au sein du laboratoire NeurIT, UR20218, de l’Université de Limoges, nous avons 

mis en place un modèle cellulaire de cellules neuronales (Progéniteurs neuronaux (PN) et Motoneurones (MN)) 

issues des cellules souches pluripotentes induites (iPSc) de contrôles et d’un patient CMT porteur de la mutation 

homozygote c.581C>G (p.Ser194*) sur le gène GDAP1. Dans un premier temps, nous avons caractérisé ce modèle 

neuronal et mis en évidence un stress oxydant associé à un dysfonctionnement mitochondrial dans les MN issus 

d’iPSc du patient. Dans un deuxième temps, après avoir réalisé une revue de la littérature sur les molécules de 

translecture et les inhibiteurs du NMD, nous avons testé certaines de ces molécules sur nos modèles neuronaux, 

en collaboration avec l’Institut Pasteur de Lille. Nous avons pu démontrer que la molécule « Amlexanox » 

stabilisait l’ARNm GDAP1 muté et activait l’expression protéique de GDAP1 dans les PN et les MN. D’un point 

de vue fonctionnelle, nous avons observé que ce traitement permet de restaurer la morphologie des mitochondries 

des PN. Dans une dernière partie de cette thèse, nous présentons l’identification d’un codon non-sens et d’une 

délétion partielle du gène SH3TC2, l’un des principaux gènes mutés dans les formes autosomiques récessives 

démyélinisantes de CMT. L’établissement de modèles neuronaux sur ce gène sont une perspective de ce travail de 

thèse. Les molécules thérapeutiques identifiées lors de cette thèse pourront être testées sur ces prochains modèles. 

Ce travail de thèse montre l’importance des modèles cellulaires adaptés pour comprendre les voies 

physiopathologiques impliquées dans la CMT et montre des résultats prometteurs en termes d’approche 

thérapeutique. 

Mots-clés : Charcot-Marie-Tooth (CMT), Mutation Non-Sens, Molécules de translecture, Inhibiteurs du 

Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD), cellules neuronales issues de cellules souches induites à la pluripotente 

(iPSc) 

Characterization of an in vitro neuronal model derived from iPSC carrying a non-sense 

mutation in GDAP1 responsible for Charcot-Marie-Tooth disease and testing of innovative 

therapeutic approaches 

Non-sense mutations generating a premature termination codon (PTC) can induce the production of a truncated 

protein or a premature degradation of the mutated mRNA by the NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) 

system. These non-sense mutations are the cause of about one third of all genetic diseases, including some 

peripheral neuropathies, such as Charcot-Marie-Tooth disease (CMT). Non-sense mutations in GDAP1 have been 

associated with severe forms of CMT. The cellular role of GDAP1 remains poorly defined. In the NeurIT 

laboratory, UR20218, of the University of Limoges, we have set up a cellular model of neuronal cells (Neural 

progenitors (NP) and Motoneurons (MN)) derived from induced pluripotent stem cells (iPSc) of controls and of a 

CMT patient carrying the homozygous mutation c.581C>G (p.Ser194*) on GDAP1. First, we characterized this 

neuronal model and identified oxidative stress associated with mitochondrial dysfunction in the patient's iPSc-

derived MNs. Then, after having reviewed the literature on readthrough molecules and NMD inhibitors, we tested 

some of these molecules on our neuronal models, in collaboration with the Pasteur Institute of Lille. We were able 

to demonstrate that the molecule "Amlexanox" stabilized the mutated GDAP1 mRNA and activated the protein 

expression of GDAP1 in NPs and MNs. From a functional point of view, we observed that this treatment restored 

the morphology of NP mitochondria. In the last part of this thesis, we present the identification of a non-sense 

codon and a partial deletion of SH3TC2, one of the main mutated genes in demyelinated autosomal recessive forms 

of CMT. The establishment of neuronal models on this gene are a perspective of this thesis. The therapeutic 

molecules identified during this thesis could be tested on these future models.  This thesis showed the importance 

of adapted cellular models to understand the pathophysiological pathways involved in CMT and shows promising 

results in terms of therapeutic approach. 

Key words : Charcot-Marie-Tooth (CMT), Nonsense Mutation, Readthrough molecules, Nonsense-Mediated 

mRNA Decay (NMD), Neuronal cells derived from induced pluripotent stem cells (iPS 


