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AVANT-PROPOS  

 L’adrénoleucodystrophie liée à l’X est une maladie neurodégénérative sévère sans 

thérapie satisfaisante. Cette maladie est causée par une mutation dans le gène codant pour la 

protéine ABCD1. ABCD1 et son plus proche homologue, ABCD2, sont tous deux impliqués 

dans le transport d’acides gras à très longue chaîne au sein du peroxysome. Le lien entre le 

défaut métabolique, conséquence de la mutation du gène ABCD1, et l’apparition de la maladie 

démyélinisante est encore indéterminé. L’absence de modèles expérimentaux pertinents est le 

principal obstacle à la compréhension des mécanismes physiopathologiques et au 

développement de thérapies.  

 « L’inactivation génique des transporteurs ABCD1 et ABCD2 dans les cellules 

microgliales BV-2 » doit donc permettre de générer des modèles cellulaires contribuant à 

compenser ce manque.  

 Les différents thèmes abordés au sein de l’introduction cherchent ainsi à montrer 

l’intérêt de développer un tel modèle. Une première partie aborde des notions sur la microglie, 

ses fonctions en conditions physiologiques et pathologiques et dans quelle mesure des 

perturbations de ses fonctions sont présentes dans un certain nombre de maladies de la 

substance blanche. Un deuxième chapitre vise à présenter le peroxysome, les protéines qui le 

composent et les pathologies sévères dans lesquelles sa fonction fait défaut. Un accent 

particulier est notamment mis sur les transporteurs ABC du peroxysome. 

L’adrénoleucodystrophie liée à l’X et sa physiopathogenèse sont abordées dans une troisième 

partie. Ces chapitres introductifs sont suivis d’une présentation des objectifs, de la stratégie 

adoptée dans cette étude et de ses résultats. La stratégie d’obtention et les premiers éléments 

de caractérisation phénotypique du modèle cellulaire déficient en ACOX1 ont fait l’objet 

d’une publication dans BBA - Molecular and Cell Biology of Lipids en 2018. La stratégie 

d’obtention et la caractérisation phénotypique initiale des modèles cellulaires déficients en 

ABCD1, ABCD2 et ABCD1/ABCD2 ont fait l’objet d’un second article soumis le 30 octobre 

2018 au même journal. Ces deux articles sont suivis de résultats traitant des conséquences 

fonctionnelles des déficiences peroxysomales dans ces cellules microgliales et d’une 

discussion générale.  
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CONTEXTE 

  

 La mise en place de la technique d’édition génique CRISPR-Cas9 au sein du 

laboratoire afin de générer les modèles cellulaires déficients en ABCD1, en ABCD2, en 

ABCD1/ABCD2 et en ACOX1 a nécessité d’importants travaux de mise au point. Il en a été 

de même pour les conditions de culture des cellules BV-2 et les étapes préalables de 

transfection (dont l’efficacité reste problématique dans ce type de cellules malgré les systèmes 

Amaxa) ou encore les analyses moléculaires utilisées pour le criblage des clones cellulaires. 

La génération de ces modèles a, de ce fait, été étalée sur près de deux ans. Si certains travaux 

de caractérisation ont pu commencer relativement tôt, dès l’obtention des premiers clones 

cellulaires, il a fallu attendre d’avoir toutes les cellules déficientes et notamment le clone 

Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 pour véritablement engager les études comparatives les plus importantes. 

Durant les périodes de mise au point et les périodes d’attentes, j’ai pu prendre part à des 

travaux initiés au sein de l’équipe avant mon arrivée, travaux qui concernaient des aspects 

biochimiques structuraux et fonctionnels des transporteurs ABCD1 et ABCD2. Ces travaux, 

qui ont permis, entre autres, de caractériser le statut oligomérique d’ABCD1 et ABCD2, ont 

été publiés dans J. Biol. Chem. (Geillon, Gondcaille et al. 2017). Une seconde étude a consisté 

à reprendre les données structure-fonction de la littérature sur les transporteurs ABCD et à 

repréciser par analyse bioinformatique l’organisation structurale de ces hémi-transporteurs 

afin d’aboutir à un modèle structural prédictif. Ce travail a fait l’objet d’une publication dans 

Int. J. Mol. Sci. (Andreoletti, Raas et al. 2017). Les deux articles sont mentionnés dans le 

deuxième chapitre introductif et inclus en annexe.  

 La caractérisation des clones cellulaires et l’exploration de plusieurs hypothèses ont 

souvent été ralenties par les soucis financiers du laboratoire empêchant notamment l’achat de 

kits ELISA ou d’anticorps. C’est dans ce contexte et dans le but d’aborder les questions se 

rapportant à la réponse immunitaire et l’organisation membranaire des modèles générés, 

qu’une collaboration a été mise en place avec le Dr Yannick Hamon au sein du Centre 

d’Immunologie de Marseille-Luminy (CIML). J’ai donc pu explorer ces aspects au cours d’un 

stage collaboratif de 4 mois au dernier trimestre 2017. Ces travaux ont pu être réalisés dans le 

cadre d’un projet intitulé « Organisation membranaire et signalisation cellulaire dans des 

modèles cellulaires microgliaux de maladies démyélinisantes », grâce au financement de la 

Fondation pour l’aide à la recherche sur la sclérose en plaque (ARSEP). 

 Enfin, une analyse transcriptomique avec l’aide la plateforme GenomEast de l’IGBMC 

à Strasbourg et dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. C. Thibault-Carpentier a pu être 
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réalisée sur ces modèles et financée par la Fondation maladies rares. Si le financement de ce 

projet a été accepté en juin 2017, la préparation des échantillons biologiques, leur validation 

et leur envoi à la plateforme n’ont pu être effectués qu’au début du mois de mars 2018. Cette 

analyse, elle-même retardée par des soucis techniques, a finalement conduit à l’obtention de 

premières données au cours de l’été 2018. Les dernières analyses des résultats n’ont été 

communiquées qu’au début du mois d’octobre mais elles contribuent de façon majeure à 

remettre en perspective l’ensemble des résultats obtenus. 
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INTRODUCTION 

CHAPITRE 1 : MICROGLIE, NEUROINFLAMMATION ET 

MALADIES DEMYELINISANTES 

 

I. Généralités et ontogénie des cellules myéloïdes au sein du SNC 

 Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du système nerveux central 

(SNC) et jouent un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie du SNC. La microglie 

représente entre 5 et 20% des cellules du SNC et forment les sentinelles du système 

immunitaire, de par leur capacité à détecter toutes anomalies ou lésions au sein du 

parenchyme cérébral. 

 Le terme de microglie est introduit en 1919 lorsque P. Del Rio-Hortega met en 

évidence ces cellules par des techniques d’imprégnation métallique (Figure 1). Ses principales 

découvertes et les caractéristiques qu’il attribue à la microglie sont les suivantes : i) la 

microglie a une origine mésodermale, contrairement aux autres cellules du SNC provenant du 

neuro-ectoderme et est assimilée aux leucocytes, ii) ces cellules interagissent étroitement avec 

les neurones, les astrocytes et la circulation sanguine, iii) la microglie a une plasticité 

importante, adaptée au parenchyme cérébral, iv) à l’état pathologique, la microglie prolifère, 

sa morphologie s’adapte et la microglie adopte alors un état activé, v) la microglie migre lors 

du développement et après une lésion cérébrale, vi) la microglie est la cellule phagocytaire 

spécialisée du SNC (Tremblay, Lecours et al. 2015). 

 Ces affirmations restent valables aujourd’hui. L’homologie phénotypique avec les 

macrophages caractérisée notamment par la présence d’antigènes comme F4/80, CD11b ou le 

récepteur Fc va confirmer l’origine myéloïde de la microglie (Perry, Hume et al. 1985).  

 Une origine hématopoïétique de la microglie a longtemps été débattue et ce n’est que 

très récemment que son origine a finalement été mise en évidence. La microglie dérive de 

progéniteurs myéloïdes appelés macrophages primitifs issus du sac vitellin très tôt au cours du 

développement (avant le 9
ème 

jour embryonnaire chez la souris et 4 semaines et demi chez le 

fœtus humain) (Ginhoux, Greter et al. 2010). Chez les mammifères, ces macrophages 

primitifs vont migrer à travers le système circulatoire, dès lors que celui-ci est mis en place, 

pour venir coloniser le parenchyme cérébral. Une fois atteint, cette population cellulaire 

prolifère d’abord sous forme de cellules amiboïdes avant de coloniser l’ensemble du 

parenchyme cérébral et d’adopter une morphologie ramifiée (à partir du deuxième trimestre 

chez l’Homme) (Monier, Evrard et al. 2006).  
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  Figure 1 : Cellule microgliale découverte par Pio del Rio-Hortega. 

A : Pio del Rio-Hortega (1882–1945). B : Illustration de microglie ramifiée [D’après Del Rio-

Hortega] C : Evolution de la microglie durant son activité phagocytaire. A, cellule avec de fins et 

longs prolongements ; B, cellules avec de plus petits prolongements et un élargissement du corps 

cellulaire ; C, cellule hypertrophique avec des pseudopodes; D et E, formes amiboïde et 

pseudopodique ; F, phagocytose de leucocyte; G, phagocytose d’érythrocytes; H, cellule granuleuse ; 

I, cellule en mitose. (Photographies de del Rio-Hortega, d’après Kettenmann, Hanisch et al. 2011). 

 

 Alors que la plupart des macrophages tissulaires ont une origine hématopoïétique 

commune aux monocytes, la population microgliale se différencie avant la formation de 

l’hématopoïèse et la formation de la barrière hémato-encéphalique (BHE) (avant 13,5 jours 

embryonnaires chez la souris). Chez les vertébrés, la conservation de ces macrophages 

primitifs dont provient la microglie suggère un rôle important de ces cellules au cours du 

développement embryonnaire. La microglie a donc une origine distincte des autres cellules 

phagocytaires mononuclées. La capacité des cellules monocytaires à se différencier dans le 

parenchyme cérébral en cellules semblables aux cellules microgliales a longtemps contribué à 

maintenir l’ambiguïté sur l’origine de la microglie (Ginhoux, Lim et al. 2013).  

 La microglie a la capacité de maintenir stablement sa population par un auto-

renouvellement local et la contribution de cellules du compartiment hématopoïétique en 

condition physiologique semble négligeable. Chez l’Homme, son renouvellement est lent 
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(28% par an), certaines cellules pouvant se maintenir pendant plusieurs décennies, ce qui 

prédit un renouvellement obligatoire de toutes les cellules microgliales au cours d’une vie 

(Réu, Khosravi et al. 2017). Cette longévité et cette capacité d’auto-renouvellement sont des 

caractéristiques remarquables à mettre en parallèle avec l’importante plasticité phénotypique 

de ces cellules. 

 Dans certaines conditions pathologiques, des précurseurs sanguins ou de la moelle 

osseuse ont la capacité des générer des cellules myéloïdes colonisant le parenchyme cérébral 

et adoptant un phénotype de cellule microgliale, de façon similaire aux macrophages 

infiltrants colonisant un tissu en réponse à la sécrétion de molécules chimio-attractives par ce 

tissu. Des cellules microgliales infiltrantes ont pu être mises en évidence dans des modèles de 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques, après irradiation et altération de la 

BHE, ou dans des modèles de maladies neurodégénératives chroniques ou encore chez la 

souris déficiente pour le gène PU.1, où la microglie endogène embryonnaire est absente 

(Beers, Henkel et al. 2006, Ginhoux, Lim et al. 2013).  

 De récentes études suggèrent que les autres populations de macrophages du SNC 

comprenant les macrophages périvasculaires, les macrophages méningés et les macrophages 

du plexus choroïde proviendraient de macrophages primitifs et formeraient des populations 

stables de façon comparable aux cellules microgliales. Ces cellules sont susceptibles de 

contribuer au maintien de l’homéostasie du SNC et d’assurer des fonctions similaires à celles 

de la microglie en conditions normales et pathologiques (Goldmann, Wieghofer et al. 2016). 

II. La microglie en contexte physiologique 

II.1. La microglie, cellule sentinelle 

 La microglie présente des différences ontogéniques mais également phénotypiques et 

fonctionnelles avec les autres macrophages tissulaires. Dans le cerveau mature sain, la 

microglie se distingue des autres macrophages par sa morphologie ramifiée : un corps 

cellulaire réduit et des prolongements fins couvrant une surface importante. A l’état 

physiologique, les cellules microgliales sont souvent vues comme adoptant un état de 

« repos ». Cette vision tient aussi au fait qu’un grand nombre d’études se sont concentrées sur 

la régulation de l’activité inflammatoire de la microglie. Toutefois, in vivo, même dans son 

état de « repos », la microglie est hautement dynamique et présente une très grande motilité 

lui permettant d’explorer son microenvironnement (Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005). Sa 
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distribution spatiale homogène permet de maintenir une surveillance de régions distinctes, 

sans chevauchement entre cellules. Les fins prolongements grandement motiles et pourvus de 

nombreux filopodes des cellules microgliales facilitent une réaction rapide à toute perte 

d’équilibre homéostatique. La microglie possède alors la capacité d’adopter une morphologie 

amiboïde et un phénotype dit « activé ». Ce processus s’accompagne d’un réarrangement 

rapide du cytosquelette d’actine, d’une expression accrue de récepteurs membranaires et 

d’une augmentation de son activité phagocytaire ou cytotoxique. La microglie peut donc 

présenter des profils d’activation variés, susceptibles de promouvoir une réponse pro-

inflammatoire ou anti-inflammatoire, permettant la régénération tissulaire et la survie des 

cellules neuronales et gliales. Cette plasticité a un rôle potentiel dans le nettoyage du 

parenchyme cérébral des produits métaboliques et composants tissulaires dégradés 

(Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005).  

 La microglie possède un seuil d’activation très bas et a la capacité de détecter une très 

grande gamme de signaux. Les cellules microgliales se différencient notamment des autres 

cellules myéloïdes du fait de la présence d’un grand nombre de récepteurs aux 

neurotransmetteurs qui sont utiles à son interaction avec les autres cellules du SNC 

(Neumann, Kotter et al. 2009). L’adénosine triphosphate (ATP) semble être le médiateur 

essentiel de la réponse rapide de la microglie, en impliquant les récepteurs purinergiques 

métabotropes P2Y (davantage que les récepteurs ionotropes P2X) exprimés par la microglie. 

Un accroissement local du niveau d’ATP extracellulaire semble suffisant pour entraîner une 

réponse microgliale (Davalos, Grutzendler et al. 2005). 

 La capacité de régénération limitée du tissu nerveux pourrait expliquer une 

spécialisation des cellules immunitaires au sein du SNC dans l’intérêt de limiter les 

dommages de nature inflammatoire dans ce tissu. Un dommage tissulaire de nature nécrotique 

est fortement à même d’entraîner la libération de médiateurs d’une réaction inflammatoire. 

Dans le SNC mature, les cellules microgliales posséderaient une signature moléculaire unique 

dépendant du « Transforming Growth Factor β » (TGFβ), les distinguant des autres cellules 

myéloïdes infiltrantes. Cette signature moléculaire serait responsable de la fonction 

homéostatique de ces cellules, en régulant notamment l’expression du récepteur purinergique 

métabotrope P2RY12. (Butovsky, Jedrychowski et al. 2014). En parallèle, les neurones et 

cellules stressées ou endommagées devant être phagocytés libèrent un signal chimio-attractif 

(appelé « find-me signal »), faisant intervenir l’ATP ou la chimiokine fractalkine (CX3CL1). 

En outre, la différenciation sexuelle est suspectée d’influencer la réponse microgliale. 
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L’œstradiol semble notamment capable de réguler le nombre de cellules microgliales et la 

réponse immunitaire observée dans le SNC (Colonna and Butovsky 2017). 

II.2. La microglie, phagocyte spécialisé 

 La microglie exerce également une activité de phagocytose essentielle à la réparation 

tissulaire. La phagocytose est le processus cellulaire par lequel un composant extracellulaire 

de grande taille (>0,5µm), une autre cellule ou partie d’une cellule est absorbé et digéré. Ce 

processus dépend alors de la reconnaissance du signal de phagocytose (appelé « eat-me 

signal », comme l’exposition de phosphatidylsérine) et d’opsonines (comme les composants 

du complément C1q et C3b ou encore la protéine « Milk fat globule-EGF factor 8 » (MFGE-

8)), à la surface d’une cellule cible par des récepteurs de phagocytose exprimés par la 

microglie (Vilalta and Brown 2017).  

 De façon notable, le « triggering receptor expressed on myeloid cells 2 » (TREM2) 

apparaît comme un des principaux récepteurs de phagocytose. Ce récepteur a la capacité de 

reconnaître un grand nombre de ligands et d’affecter la réponse microgliale. Ces signaux 

moduleraient la réponse métabolique et promouvraient la survie, la prolifération ainsi que 

l’activité de phagocytose de ces cellules, notamment via l’activation de la protéine adaptatrice 

DAP12 et des voies de signalisation Wnt/β-Catenin et mTor (Ulland, Song et al. 2017, Zheng, 

Jia et al. 2017). La signalisation via ce récepteur aurait en outre un effet anti-inflammatoire en 

facilitant la phagocytose de débris myéliniques et en augmentant l’activité lysosomale des 

cellules phagocytaires. La baisse ou la perte d’expression de TREM2 serait associée à une 

réparation tissulaire défaillante et une expression accrue de cytokines pro-inflammatoires 

(Takahashi, Prinz et al. 2007). Enfin, ce récepteur aurait notamment pour ligand 

l’apolipoprotéine E (ApoE) et jouerait un rôle central dans la pathogénèse de la maladie 

d’Alzheimer (Atagi, Liu et al. 2015). 

II.3. La microglie, essentielle au développement du SNC 

 En condition non-pathologique, la microglie semble aussi fortement impliquée dans la 

neurogenèse et le développement du SNC. Au cours du développement embryonnaire, la 

formation des réseaux neuronaux corticaux dans le télencéphale semble dépendre de l’activité 

microgliale (Squarzoni, Oller et al. 2014). Durant la période postnatale également, un 

important « turnover » synaptique a lieu et la maturation synaptique est associée à une 

élimination importante de synapses non-fonctionnelles, nommée élagage synaptique 
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(« synaptic pruning »). L’élimination sélective de connexions synaptiques inappropriées, 

dépendrait notamment de plusieurs signaux comme le complément ou la chimiokine 

fractalkine (CX3CL1). La cascade du complément initiée dans les neurones concernés 

permettrait de cibler les synapses non-sollicitées. Ces dernières peuvent alors être 

phagocytées par la microglie exprimant le récepteur au composant C3 du complément 

(Stevens, Allen et al. 2007). Dans la souris déficiente pour le récepteur à la fractalkine 

CX3CR1 (qui se trouve n’être exprimé que par la microglie au sein du SNC), une 

augmentation du nombre d’épines dendritiques et de synapses immatures est observée, 

caractéristique d’un réseau neuronal immature et en concordance avec un élagage synaptique 

insuffisant (Paolicelli, Bolasco et al. 2011). Enfin, les expériences sensorielles seraient à 

même de modifier les interactions entre microglie et synapses, impliquant alors une influence 

possible de la microglie dans la régulation de la plasticité synaptique (Tremblay, Lowery et al. 

2010).   

 Bien que la microglie ait longtemps été vue comme contrôlant une réponse 

inflammatoire souvent délétère, ces cellules assurent aussi une fonction neurotrophique 

essentielle. Les facteurs neurotrophiques majeurs sécrétés par la microglie comprennent 

l’« insulin growth factor 1 » (IGF1), le « brain-derived neurotrophic factor » (BDNF) ou le 

« nerve growth factor » (NGF) et jouent un rôle dans la survie et la différenciation des cellules 

neuronales et gliales. Enfin, plusieurs expériences soutiennent un rôle régulateur de la 

microglie dans le développement des cellules souches neuronales au sein des sites de 

neurogenèse postnatale (Walton, Sutter et al. 2006). 

III. La microglie dans le contexte inflammatoire 

III.1. Réponse immunitaire innée au sein du SNC et plasticité fonctionnelle 

de la microglie 

 La réponse immunitaire innée au sein du SNC est grandement assurée par la microglie, 

dont les fonctions principales sont la phagocytose, la synthèse de molécules inflammatoires et 

la présentation antigénique. La reconnaissance d’une perturbation interne est un prérequis 

essentiel à l’induction de la réaction inflammatoire. Cette reconnaissance est assurée par un 

ensemble de récepteurs, du nom de « pattern-recognition receptors » (PRR). Ces récepteurs 

peuvent être solubles, membranaires ou cytosoliques, et reconnaissent tout autant les 

signatures moléculaires de classes de pathogènes appelées « pathogen-associated molecular 
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patterns » (PAMP) que des molécules générées au cours de stress cellulaires autres 

qu’infectieux appelées « damage-associated molecular pattern » (DAMP). Bien que ces PRR 

soient exprimés par toutes les cellules du SNC, la microglie en exprime une panoplie plus 

importante. Parmi ces PRR, on trouve la famille des « Toll-like receptor » (TLR) qui 

reconnaissent une variété importante de ligands. Le TLR4 a notamment la capacité de 

reconnaître les lipopolysaccharides (LPS) d’origine bactérienne et d’entraîner une réponse 

inflammatoire via la voie de signalisation « nuclear factor-kappa B » (NF-κB) (Ransohoff and 

Perry 2009).  

 En conséquence de ces signaux, la microglie a la capacité de s’activer et d’adopter un 

phénotype polarisé adapté. L’activation de la microglie est souvent catégorisée en état 

d’activation M1, phénotype classique pro-inflammatoire et état M2, phénotype alternatif, anti-

inflammatoire et neuroprotecteur, par analogie avec les états d’activation macrophagique. Le 

phénotype M1 est caractérisé par la sécrétion de cytokine comme l’interleukine 1β (IL-1β), le 

« tumor necrosis factor-α » (TNFα) ou l’IL-6. Le phénotype alternatif M2 est souvent sous-

catégorisé en différents états, M2a M2b ou M2c, associés à la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires ou immuno-modulatrices comme l’IL-4, l’IL-13, l’IL-10 ou le TGFβ. Bien 

qu’utile pour conceptualiser la réponse microgliale, cette classification tend à être délaissée, 

l’activation microgliale révélant des réponses transcriptionnelles bien plus variées et 

dépendantes du contexte (Butovsky, Jedrychowski et al. 2014, Ransohoff 2016). Il convient 

de noter que la courte durée de vie des ARN messagers (ARNm) de ces cytokines permet une 

régulation fine de la réponse au cours du temps et une plasticité importante des cellules 

sécrétrices.  

 La microglie exerce aussi sa réponse immunitaire par la libération de monoxyde 

d’azote (NO) ayant un effet bactéricide et régulateur de l’apoptose. Sa synthèse est régulée 

par l’expression de la NO synthase inductible (iNOS), enzyme largement surexprimée en 

réponse au LPS (Lee, Lee et al. 2001). En réponse à un stimulus inflammatoire, la microglie 

libère également des espèces réactives de l'oxygène (ERO). Cette synthèse d’ERO 

s’accompagne de réarrangements mitochondriaux, métaboliques et morphologiques dans la 

microglie impliquant la voie de signalisation « Mitogen-activated protein kinases » (MAPK) 

(Katoh, Wu et al. 2017). 

 En condition inflammatoire, une augmentation du nombre de cellules microgliales est 

couramment observée, phénomène appelé microgliose réactive. La prolifération et le 

recrutement de cellules microgliales sont associés à la sécrétion de molécules chimio-

attractives et à l’infiltration de cellules myéloïdes circulantes. La chimiokine CCL2 (ou 
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« monocyte chemoattractant protein 1 ») sécrétée et reconnue par la microglie, contribue 

fortement à ce recrutement (Hinojosa, Garcia-Bueno et al. 2011). 

 La réponse immunitaire innée est également douée d’une mémoire, induite par des 

modifications épigénétiques ou transcriptionnelles dans les cellules myéloïdes. Cette mémoire 

immunitaire peut être disséquée en deux mécanismes : l’entraînement qui amplifie la réponse 

immunitaire et la tolérance qui la diminue. Chez la souris, une stimulation périphérique par le 

LPS précédant la stimulation centrale entraîne une réponse inflammatoire accrue de la 

microglie. En parallèle, quatre injections systémiques de LPS préalables entraînent une 

réponse immunitaire centrale diminuée. Ces mécanismes sont fortement susceptibles 

d’influencer la réponse microgliale dans de nombreuses pathologies incluant des maladies 

neurodégénératives ou les atteintes cérébrovasculaires. (Wendeln, Degenhardt et al. 2018) 

III.2. Réponse immunitaire adaptative au sein du SNC et 

neuroinflammation 

 La présence d’une BHE contribue à un certain isolement du SNC. Le système 

vasculaire cérébral comporte une anatomie singulière qui forme la BHE. Celle-ci est 

composée notamment de cellules endothéliales jointes par des jonctions serrées (composées 

de protéines transmembranaires comme les claudines, occludines et les molécules de 

jonctions adhérentes ou protéines cytoplasmiques associées à la membrane comme les zona 

occludens) et entourées d’une lame basale. Ces cellules endothéliales sont entourées de 

péricytes et de pieds astrocytaires au contact de la lame basale, l’ensemble limitant et 

sélectionnant alors fortement les échanges moléculaires. Cette BHE est donc essentielle au 

maintien d’un environnement immuno-suppresseur dans le parenchyme cérébral, protégeant 

des composants sériques, et permet de différencier la réaction inflammatoire au sein du SNC 

des réactions inflammatoires périphériques. Le SNC est également caractérisé par un faible 

niveau d’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Pour 

autant, des processus d’immuno-surveillance existent au sein du SNC, en association avec une 

faible quantité de lymphocytes patrouillant dans le parenchyme cérébral et le liquide céphalo-

rachidien (LCR) en condition physiologique. En condition inflammatoire, la microglie est en 

mesure de surexprimer un répertoire de molécules permettant la présentation antigénique et la 

co-stimulation des lymphocytes T, comme les molécules du CMH de classe I et de classe II, 

le CD80 et CD86. Ces modifications s’accompagnent de l’expression de cytokines et de 

chimiokines régulant la réponse immunitaire et la perméabilité de la BHE. Tout dérèglement 
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de l’intégrité de la BHE est alors accompagné d’un recrutement significatif de cellules 

immunitaires circulantes (Ransohoff and Engelhardt 2012). 

 Le SNC s’est longtemps vu attribuer le statut d’organe immuno-privilégié mais 

plusieurs découvertes ces dernières années ont contribué à remettre en cause et à redéfinir ce 

statut (Louveau, Harris et al. 2015). Un système lymphatique méningé a récemment été mis 

en évidence, drainant le LCR, les cellules immunitaires et composants immunogènes 

jusqu’aux ganglions lymphatiques cervicaux. La présentation d’antigènes du SNC (auto-

antigènes et antigènes étrangers) est donc également assurée par des cellules dendritiques 

méningées, cellules présentatrices spécialisées (Louveau, Harris et al. 2015). 

IV. Modèles d’étude de la microglie 

 La microglie étant très sensible à son microenvironnement, les moyens d’études de 

cette population cellulaire sont rapidement limités par les variations phénotypiques associées 

au contexte de leur étude. Des limitations techniques importantes persistent et restreignent 

l’étude des cellules microgliales. Pourtant, de par leur rôle dans l’initiation de la réponse 

immunitaire au sein du SNC, il est difficile d’imaginer l’absence d’une influence de ces 

cellules et ce quel que soit le contexte neuropathologique. Ainsi, on porte dorénavant 

beaucoup plus d’attention à l’influence de la microglie dans le contexte de très nombreuses 

maladies longtemps considérées comme purement neurologiques. 

IV.1. In vivo 

 Chez la souris comme chez l’Homme, les études immuno-histochimiques (IHC) se 

sont avérées essentielles à l’étude de la microglie. Les marqueurs classiquement employés 

comprennent les antigènes Iba1, CD11b et F4/80. Cependant, la microglie présente des 

niveaux d’expression faibles pour les marqueurs de surface comparativement aux autres 

cellules immunitaires et présente peu ou pas de marqueurs spécifiques. L’isolement de ces 

cellules est rendu difficile et les artefacts techniques ainsi que les contaminations par d’autres 

populations cellulaires sont fréquents (Ransohoff and Perry 2009). 

Plus récemment, des modèles de souris transgéniques déficientes pour le récepteur CX3CR1 

(exprimé uniquement par la microglie dans le parenchyme cérébral), ou dont l’expression est 

couplée à une protéine fluorescente, ont permis d’apporter des éclaircissements sur la fonction 

microgliale dans le SNC intact (Paolicelli, Bolasco et al. 2011). 
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IV.2. In vitro  

 Les systèmes d’étude de la microglie in vitro représentent un outil critique dans 

l’étude de cette population cellulaire. La culture primaire consiste en l’isolement et 

l’expansion de cellules microgliales néonatales. Ces cellules sont cultivées sur un tapis 

astrocytaire, essentiel au développement d’un phénotype microglial, en présence de CSF-1 

(« Macrophage colony-stimulating factor 1 »). Toutefois, la microglie in vitro ne subit pas 

l’influence du microenvironnement cérébral mature en présence d’une BHE fonctionnelle, et 

les conditions de culture sont susceptibles de promouvoir un phénotype pro-inflammatoire de 

ces cellules. La microglie in vitro (microglie primaire et lignées cellulaires) semble présenter 

une signature moléculaire homéostatique (dépendante du TGFβ) fortement dérégulée 

(Butovsky, Jedrychowski et al. 2014). 

 Pour s’abstenir des contraintes associées à la culture primaire, plusieurs lignées 

cellulaires ont été établies, les plus communes étant les lignées murines BV-2 et N9. La lignée 

BV-2 a été obtenue par immortalisation de cellules microgliales néonatales issues de souris 

C57BL/6 à l’aide du rétrovirus J-2, porteur des oncogènes v-raf et v-myc. Les cellules 

immortalisées conservent leurs propriétés phénotypiques et immunologiques, de phagocytose 

et de sécrétion cytokinique (Blasi, Barluzzi et al. 1990). Cette lignée a été largement 

caractérisée (1236 articles avec le terme « BV-2 » sont recensés sur pubmed le 08/10/18) mais 

la pertinence de ce modèle reste débattue. Bien que ne récapitulant pas l’ensemble des 

caractéristiques de la microglie in vivo, cette lignée présente une réponse aux stimuli pro-

inflammatoires (comme une exposition au LPS) et des interactions cellulaires très similaires à 

la microglie primaire et représente un substitue valide (Henn, Lund et al. 2009).  

 Par ailleurs, le développement récent de cellules microgliales humaines dérivées de 

cellules pluripotentes induites apparaît comme une alternative prometteuse pour l’étude de ces 

cellules (Abud, Ramirez et al. 2017). Enfin, la culture organotypique de tranches de tissu 

cérébral constitue une approche intermédiaire et avantageuse, les cellules microgliales 

conservant leur phénotype de cellules résidentes. 

V. Microglie, atteintes de la substance blanche et leucodystrophies 

V.1. La microglie dans les maladies démyélinisantes  

 Les maladies démyélinisantes sont caractérisées par un déséquilibre entre 

démyélinisation et remyélinisation. Les causes de ce déséquilibre et des déficits de 
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remyélinisation sont souvent mal connues mais l’élimination ou clairance des débris 

myéliniques semble être une étape critique dans ces processus. L’activité de phagocytose de 

la microglie est alors cruciale pour permettre la régénération tissulaire. Celle-ci impliquerait le 

récepteur CX3CR1 et constituerait une condition essentielle au recrutement et à la 

différenciation des précurseurs oligodendrocytaires permettant la remyélinisation (Lampron, 

Larochelle et al. 2015). Dans des modèles expérimentaux de démyélinisation progressive, 

comme le modèle murin cuprizone, une microgliose réactive en réponse à l’atteinte des 

oligodendrocytes est observée. La prolifération et le recrutement des cellules microgliales 

dans ce contexte sont souvent associés à une réponse neuro-inflammatoire délétère. 

Cependant, la phagocytose de débris myéliniques par ces cellules a été démontrée comme 

permettant de supprimer une réponse inflammatoire dans un modèle murin d’encéphalite 

auto-immune (Liu, Hao et al. 2006). La microglie assure donc des fonctions différentes et 

adopte des phénotypes complémentaires au cours de l’atteinte pour permettre une réparation 

(Figure 2).  

 La microglie assure également une fonction de présentation antigénique délétère dans 

des conditions présentant une composante auto-immune comme dans la sclérose en plaque. 

Dans différents contextes d’atteinte démyélinisante, la microglie semble également subir la 

réponse inflammatoire et serait plus susceptible à l’apoptose que d’autres macrophages 

(White, McCombe et al. 1998). 

 En lien avec l’importante vulnérabilité de la microglie, un nombre croissant de gènes 

reliés à la fonction microgliale sont associés à des maladies neurologiques dont plusieurs sont 

des atteintes de la substance blanche, tissu riche en myéline (Prinz and Priller 2014). 

L’haploinsuffisance en récepteur à la chimiokine CSF1 (CSF1R) est associée à une maladie 

appelée leuco-encéphalopathie héréditaire diffuse à sphéroïdes axonaux et cellules gliales 

pigmentées. La déficience en CSF1R semble avoir pour effet principal une dysfonction 

microgliale majeure, une diminution de la densité microgliale au sein du SNC et la présence 

de régions dépourvues de microglie entrainant une perte d’homéostasie et une atteinte de la 

substance blanche (Oosterhof, Kuil et al. 2018). La déficience en TREM2 ou DAP12 est 

responsable d’une démence avec leucoencéphalopathie, la maladie de Nasu-Hakola 

(Klunemann, Ridha et al. 2005). 
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Figure 2 : Reprogrammation fonctionnelle de la microglie. 

En réponse à une atteinte, la microglie jusqu’alors « au repos » (M0) s’active, produit des cytokines 

pro-inflammatoires (M1), et recrute potentiellement des monocytes infiltrants participants à la 

réponse inflammatoire (démyélinisation). Après un certain temps, la microglie et les éventuelles 

cellules recrutées adoptent un phénotype anti-inflammatoire, facilitant la clairance des débris 

myéliniques, le recrutement des précurseurs oligodendrocytaires et la régénération tissulaire 

(remyélinisation). Adapté de Prinz and Priller 2014. 

V.2. Les leucodystrophies 

 Les leucodystrophies forment un groupe hétérogène de maladies aux manifestations 

cliniques et pathologiques variables. Ces maladies ont pour point commun la présence d’une 

anomalie de la substance blanche. En 2015, le consortium d’experts « Global Leukodystrophy 

Initiative » propose la définition suivante : les leucodystrophies sont des maladies génétiques 

affectant la substance blanche du SNC avec ou sans atteinte du système nerveux périphérique. 

Ces maladies ont en commun des anomalies gliales ou des gaines de myéline. Leurs 

neuropathologies lorsqu’elles sont connues sont essentiellement caractérisées par une 

implication des oligodendrocytes, astrocytes ou d’autres cellules non-neuronales bien qu’une 

pathologie axonale puisse être associée (Vanderver, Prust et al. 2015). Il existe ainsi plus de 

30 leucodystrophies distinctes et des efforts de classification selon leurs causes ont été 

entrepris (Tableau 1). 
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 Les leucodystrophies comprennent des maladies dont les causes sont associées à des 

défauts métaboliques, mitochondriaux ou lysosomaux comme la maladie de Krabbe, causée 

par une déficience en galactosylcéramidase. Dans cette maladie, une dysfonction microgliale 

semble être à l’origine d’un phénotype aberrant entraînant une activité cytotoxique envers les 

oligodendrocytes et une atteinte démyélinisante (Nicaise, Bongarzone et al. 2016). 

Un certain nombre de leucodystrophies est associé à des défauts du peroxysome, comme le 

syndrome de Zellweger (ZS) ou l’adrénoleucodystrophie liée à l’X (X-ALD), leucodystrophie 

la plus fréquente. Des détails concernant les fonctions du peroxysome et les pathologies 

associées sont abordés au chapitre suivant (2
ème

 chapitre). Enfin, une attention plus 

particulière sera portée à la physiopathologie de l’X-ALD dans le 3
ème

 chapitre introductif. 

Tableau 1 : Maladies classées comme Leucodystrophies (d’après Vanderver, Prust et al. 2015) 

Organite ou processus 

cellulaire 
Maladies classées comme leucodystrophies 

Lysosome Leucodystrophie à cellules globoïdes (maladie de Krabbe) 

Leucodystrophie métachromatique  

Maladie de Salla 

Fucosidose 

Peroxysome Adrénoleucodystrophie liée à l’X 

Déficience en protéine D-Bifonctionnelle  

Déficience en Sterol Carrier Protein X 

Déficience en Acyl-CoA Oxydase Peroxysomale 

Maladie de la biogenèse du peroxysome (Maladie de Refsum infantile, 

Adrénoleucodystrophie néonatale, Syndrome de Zellweger) 

Mitochondrie Leucoencéphalopathie avec atteinte du tronc cérébral et de la moelle 

épinière et augmentation de lactate (LBSL)  

Hypomyélinisation avec atteinte du tronc cérébral et 

leucoencéphalopathie avec atteintes du thalamus et du tronc cérébral et 

augmentation de lactate (LTBL)  

Maladies héréditaires du 

metabolisme 

Maladie de Canavan 

Maladie des corps de polyglucosane  

Acidurie L 2 hydroxyglutarique  

Xanthomatose cérébrotendineuse 
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CHAPITRE 2 : LE PEROXYSOME ET LES PATHOLOGIES 

PEROXYSOMALES 

I. Introduction sur le peroxysome  

I.1. Fonctions métaboliques du peroxysome  

 Les peroxysomes sont de petits organites sphéroïdes de taille comprise entre 0,1 et 1 

µm. Ils sont présents dans toutes les cellules eucaryotes, à l’exception de quelques cellules 

anucléées comme les érythrocytes ou les cellules du cristallin. Ils sont composés d’une 

membrane simple, constituée d’une bicouche lipidique, et comportent des protéines 

membranaires et matricielles importées depuis le cytosol. Il existe une diversité importante de 

peroxysomes, variant en taille, composition et fonction, et dépendant du type cellulaire et de 

l’environnement. Chez l’Homme, on estime à près de 50 le nombre d’activités enzymatiques 

peroxysomales, dont plusieurs présentent une expression dépendante du tissu. Les 

peroxysomes sont largement impliqués dans le métabolisme lipidique et bien que les 

fonctions assurées par les peroxysomes diffèrent entre espèces, la β-oxydation des acides gras 

(AG) est souvent considérée comme la fonction la plus importante (Wanders and Waterham 

2006). Les peroxysomes sont notamment essentiels à la β-oxydation des acides gras à très 

longue chaîne (AGTLC) (plus de 22 atomes de carbone) saturés, mono-insaturés et poly-

insaturés, des AG à chaîne branchée, des acides dicarboxyliques ou encore des précurseurs 

d’acides biliaires. De manière notable, la β-oxydation peroxysomale participe à la synthèse 

d’AG polyinsaturés n-3 primordiaux comme l’acide docosahexaénoïque (DHA). Ce dernier 

entre dans la composition des phospholipides membranaires affectant fortement leurs 

propriétés physico-chimiques et la fluidité des membranes biologiques. Le DHA est fortement 

présent au sein du SNC et est essentiel à son développement. Il présente un effet antioxydant à 

faible dose et est également le précurseur de médiateurs anti-inflammatoires comme les 

résolvines, les neuroprotectines ou les marésines.  La β-oxydation peroxysomale est 

également impliquée dans la dégradation des eicosanoïdes, médiateurs lipidiques de 

l’inflammation, dérivés de l’acide arachidonique (AA ou C20:4) incluant les prostaglandines 

2F alpha, le thromboxane A2 (Diczfalusy, Vesterqvist et al. 1993) ou les leucotriènes B4 ou 

TE4 (Mayatepek, Ferdinandusse et al. 2004). De plus, une activité époxyde hydrolase serait 

localisée au sein du peroxysome, contrôlant la dégradation des acides époxyeicosatriénoïques, 

médiateurs lipidiques aux propriétés neuroprotectrices (Nelson, Zhang et al. 2015). 
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 Les peroxysomes jouent aussi un rôle essentiel dans la synthèse des éthers 

phospholipides. Ces derniers incluent les plasmanyl-phospholipides et les plasmenyl-

phospholipides aussi appelés plasmalogènes. Ils représentent, selon les tissus, une part 

importante des phospholipides. Le SNC et surtout la myéline sont richement pourvus en 

plasmenyl-éthanolamine mais les macrophages et les neutrophiles comportent également des 

taux élevés en plasmenyl-éthanolamine ainsi qu’en plasmanyl-choline, précurseur d’un 

facteur d’activation plaquettaire. Cette classe de molécules essentielles connait des 

implications dans la dynamique membranaire, les voies de signalisation intracellulaire, le 

transport du cholestérol, l’homéostasie redox ou encore le métabolisme des AG polyinsaturés. 

La biosynthèse des éthers phospholipides fait d’abord intervenir 2 enzymes peroxysomales, 

l’« alkyl-dihydroxyacetone phosphate synthase » (ADHAPS) et la « dihydroxyacetone 

phosphate acyltransferase » (DHAPAT) avant de se poursuivre au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE) (Wanders and Waterham 2006). 

 Le peroxysome permet également la dégradation des AG par α-oxydation. Cette voie 

catabolique intervient majoritairement dans l’oxydation des AG possédant un groupement 

méthyl en position 3. Elle concerne ainsi essentiellement la prise en charge de l’acide 

phytanique, faisant intervenir la phytanoyl-CoA hydroxylase (PHYH).  

 Au-delà de cette implication dans le métabolisme lipidique, le peroxysome possède de 

nombreux rôle détoxifiants chez l’Homme et participe à la fonction hépatique en assurant 

également la dégradation du glyoxylate grâce à l’alanine-glyoxylate aminotransferase, 

prévenant ainsi la formation de l’oxalate, un métabolite toxique. Les peroxysomes sont aussi 

largement impliqués dans la régulation du stress oxydant par l’activité d’enzymes telle que la 

catalase, la glutathion peroxydase ou la peroxirédoxine V (Fransen, Nordgren et al. 2012). 

Plusieurs oxydases associées à la β-oxydation peroxysomale sont responsables de la réduction 

de l’O2 en H2O2 et la catalase permet alors la décomposition de l’H2O2 formé en H2O et O2. 

Son activité contribue notamment à la visualisation des peroxysomes au moyen de la 3,3'-

diaminobenzidine. En parallèle, une importante quantité d’anions superoxydes est produite au 

sein du peroxysome et est ainsi couplée à une activité superoxyde dismutase (SOD) (Schrader 

and Fahimi 2006). Enfin, l’iNOS serait partiellement localisée au niveau du peroxysome, en 

faisant donc un site majeur de la production, non seulement d’ERO, mais aussi d’espèces 

réactives de l’azote (Fransen, Nordgren et al. 2012, Loughran, Stolz et al. 2013).  

 Les protéines peroxysomales sont spécifiquement adressées au peroxysome grâce à 

une séquence d’acides aminés appelée « peroxisomal targeting signal » (PTS). Ces motifs 
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incluent le signal PTS1, une séquence C-terminale de 3 acides aminés (consensus [S/A/C] 

[K/R/H] L), le signal PTS2 (séquence N-terminale consensus (R/K)/(L/V/I)X5(H(Q)(L/A)), 

ou encore le PTS membranaire (mPTS) (Otera, Okumoto et al. 1998, Legakis and Terlecky 

2001). Certaines protéines peroxysomales présentent différentes isoformes et d’autres 

localisations cellulaires du fait de la présence d’autres signaux d’adressage ou de leur capacité 

d’interaction protéique.  

 Si la mitochondrie est également en mesure de β-oxyder des AG, le peroxysome est 

l’unique site de β-oxydation des AGTLC. Sa fonction métabolique est donc primordiale pour 

la cellule, en équilibre avec la synthèse des AGTLC réalisée par les élongases au niveau du 

RE. Enfin, un certain nombre de fonctions du peroxysome dépendent également de son 

interaction avec d’autres organelles ; principalement avec la mitochondrie (Lismont, 

Nordgren et al. 2015, Shai, Yifrach et al. 2018), mais aussi avec le RE (Wanders, Waterham 

et al. 2015) ou encore les lysosomes (Chu, Liao et al. 2015).  

 I.2. Introduction sur les pathologies peroxysomales  

 En 1973, Goldfisher et ses collaborateurs décrivent l’absence de peroxysome dans le 

foie et les reins d’un patient présentant un syndrome cérébro-hépato-rénal létal plus connu 

sous le nom de syndrome de Zellweger (ZS) (Goldfischer, Moore et al. 1973). La mise en 

évidence de plusieurs défauts génétiques entraînant l’absence de peroxysomes fonctionnels, 

regroupés sous le terme de maladie de la biogenèse peroxysomale, et responsable de 

syndromes sévères, va souligner l’importance des peroxysomes dans la physiologie humaine. 

Ces défauts entraînent alors l’accumulation des substrats ou bien la diminution des produits 

du métabolisme peroxysomal (Tableau 2), avec des conséquences dramatiques pour plusieurs 

organes, dont le SNC. En parallèle, des déficits en protéines de certaines voies du 

métabolisme lipidique peroxysomal sont aussi responsables de pathologies, parfois moins 

sévères, comme les maladies de la β-oxydation peroxysomale. Dans l’X-ALD notamment, 

l’accumulation d’AGTLC dans le plasma et certains tissus est suspectée d’être à l’origine des 

anomalies de la substance blanche observées chez une partie des patients. Le défaut d’α-

oxydation peroxysomale provoquée par une déficience en phytanoyl-CoA hydroxylase 

(PHYH) entraîne l’accumulation d’acide phytanique et est responsable d’une leucodystrophie 

appelé maladie de Refsum (Tableau 2). D’autre part, différentes anomalies génétiques à 

l’origine d’un défaut de synthèse des plasmalogènes sont responsables d’un syndrome appelé 

Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique. Les patients atteints présentent des anomalies 
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squelettiques en lien avec des anomalies de calcification ainsi qu’un déficit intellectuel 

(Tableau 2) (Van Veldhoven 2010).  

 Il existe par ailleurs d’autres maladies peroxysomales d’origine génétique, souvent 

moins fréquentes, telles que l’acatalasémie (déficit d’activité catalase) qui ne présentent pas 

d’anomalies du métabolisme lipidique. Les pathologies peroxysomales abordées ci-dessous 

sont donc essentiellement associées à des défauts du métabolisme lipidique peroxysomal. 

Tableau 2 : Troubles du métabolisme lipidique peroxysomal (adapté d’après Wanders and Poll-The 

2017)  

OMIM 

*gène 

#phénotype

Gène  muté  / protéine 

dysfonctionnelle

Principaux métabolites 

concernés

*300371 

#300100 
ABCD1 ↗ AGTLC

*609751  

#264470 
ACOX1 ↗ AGTLC

*601860 

#261515 
HSD17B4  / DBP

↗ AGTLC, précurseurs d'acides 

biliaires, acide pristanique et 

acide phytanique

*604489 

#614307 
AMACR

↗ précurseurs des acides 

biliaires, acide pristanique et 

acide phytanique

*184755 

#613724
SCP2 / SCPx

↗ précurseurs des acides 

biliaires, acide pristanique et 

acide phytanique

*602744 

#222765 
GNPAT  / DHAPAT ↘ plasmalogènes

*603051 

#600121
AGPS  / ADHAPS ↘ plasmalogènes

*616107 

#616154

FAR1  / acyl-CoA 

réductase 1 
↘ plasmalogènes

*616107 

#266500
PAHX  / PHYH ↗ acide phytanique

*602136 

#214100 

(...+12)

PEX1,2,3,5,6,10,12,13,1

4, 16,19,25

↗ AGTLC, précurseurs des 

acides biliaires, acide 

pristanique, acide phytanique et 

↘ plasmalogènes

*601757 

#215100 
PEX7

↗ acide phytanique et               

↘ plasmalogènes

Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de 

type 1

A. Troubles de la β-oxydation peroxysomale 

D. Troubles du métabolisme lipidique peroxysomale secondaires / Troubles de la biogénèse peroxysomale 

C. Troubles de l’α-oxydation peroxysomale

B. Troubles de la synthèse des éthers phospholipides

Maladie de Refsum

Maladies du spectre de Zellweger (ZS, 

Heimler syndrome, NALD, IRD)

Déficience en « sterol carrier protein »

Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de 

type 2

Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de 

type 3

Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de 

type 4 (PFCRD)

Adrénoleucodystrophie liée à l’X

Déficience en acyl-CoA oxydase 1

Déficience en enzyme bifonctionnelle

Déficience en 2-méthylacyl-CoA racémase
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En conséquence, plusieurs modèles expérimentaux de pathologies peroxysomales ont été 

développés. Baes et ses collaborateurs ont largement contribué à la génération de ces modèles 

et à l’étude des anomalies neuro-développementales associées, en particulier grâce à des 

modèles murins d’inactivations conditionnelles de gènes de la biogenèse peroxysomale (Baes, 

Dewerchin et al. 2002). Les peroxysomes sont présents dans tous les types cellulaires du SNC 

et sont généralement de plus petite taille en comparaison à d’autres tissus. Les souris 

présentant une déficience peroxysomale conditionnelle dans les cellules astrocytaires, 

oligodendrocytaires et neuronales (« Nestin reporter ») développent des anomalies de la 

myélinisation (hypomyélinisation et dysmyélinisation) et une dégénérescence axonale 

accompagnant une gliose réactive (Hulshagen, Krysko et al. 2008). Les souris avec une 

déficience peroxysomale dans les cellules oligodendrocytaires seules (« Cnp reporter ») ne 

montrent pas d’anomalies neuro-développementales à la naissance mais développent à l’âge 

adulte des lésions démyélinisantes et neuro-inflammatoires (Kassmann, Lappe-Siefke et al. 

2007). Toutefois, de nombreux modèles murins de pathologies de la β-oxydation 

peroxysomale présentent des phénotypes et atteintes du SNC moins sévères que chez 

l’Homme (Fan, Pan et al. 1996, Pujol, Hindelang et al. 2002).  

II. Biogenèse peroxysomale et pathologies associées 

II.1 Biogenèse, prolifération et dynamique du peroxysome 

 Les peroxysomes sont des organites dynamiques, sensibles à l’environnement 

cellulaire et capables de se multiplier en réponse à diverses stimulations. L’exploration de ces 

phénomènes a principalement été réalisée à partir de modèles de levures et les explications 

qui suivent concernent essentiellement les mécanismes observés chez les mammifères et chez 

l’Homme. La biogenèse des peroxysomes fait intervenir les protéines PEX, dont 36 membres 

sont aujourd’hui connus (Islinger, Voelkl et al. 2018). Ces protéines sont impliquées dans 

l’adressage des protéines peroxysomales matricielles et membranaires. Les protéines 

réceptrices PEX5 et PEX7 jouent notamment un rôle central dans la reconnaissance des PTS1 

et PTS2 respectivement et l’adressage des protéines matricielles. Les protéines peroxysomales 

membranaires (PMP) sont quant à elles adressées soit directement après leur synthèse sur les 

polyribosomes libres ou après adressage au RE. Les protéines PEX19 et PEX3 sont alors 

concernées dans la reconnaissance du mPTS (Figure 3) (Smith and Aitchison 2013, 

Mayerhofer 2016). 
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 Deux voies semblent contribuer à la multiplication des peroxysomes, par croissance et 

fission ou par biosynthèse de novo. Les peroxysomes sont générés de novo à partir de 

structures vésiculaires issues du RE. Ces structures pré-peroxysomales fusionneraient entre 

elles avant de pouvoir comporter une machinerie d’importation fonctionnelle. Des 

découvertes récentes ont également mis en évidence un rôle central de la mitochondrie dans la 

génération de novo de peroxysomes. Des vésicules pré-peroxysomales dérivées des 

mitochondries comportant les protéines PEX3, PEX14 et leurs interactions avec PEX16 

seraient nécessaires à cette génération (Sugiura, Mattie et al. 2017). 

 

Figure 3 : Biogenèse et prolifération peroxysomale  
La biogenèse de novo des peroxysomes fait principalement intervenir les protéines PEX3, PEX14, 

PEX16 et PEX19 depuis le RE et la mitochondrie. Les protéines PEX5 et PEX7 sont impliquées dans 

l’import des protéines peroxysomales. La prolifération par croissance et fission des peroxysomes fait 

essentiellement intervenir les protéines PEX11 et DLP1 (adapté d’après Cho, Kim et al. 2018). 

 La prolifération peroxysomale par croissance et fission chez les mammifères implique 

majoritairement la protéine PEX11β. Cette dernière intervient dans le remodelage préalable, 

l’activation de la « Dynamin-like protein » 1 (DLP1) et le recrutement des partenaires 

nécessaires à la fission peroxysomale (Figure 3). Les autres acteurs centraux incluent les 



30 

 

récepteurs nucléaires activant la prolifération peroxysomale (PPAR), médiateurs des réponses 

transcriptionnelles en réponse à différentes stimulations. Ils sont notamment en mesure 

d’entraîner l’augmentation de l’expression des enzymes de la β-oxydation peroxysomale 

(Schrader, Costello et al. 2016). 

 Les peroxysomes ont une demi-vie estimée à 2 jours et leur dégradation est contrôlée 

par une autophagie sélective appelée pexophagie. Une pexophagie anormale est impliquée 

dans une part importante de troubles de la biogenèse peroxysomale (Nazarko 2017). Les 

protéines peroxysomales après ubiquitination sont reconnues par les protéines réceptrices 

NRB1 ou p62 et permettent la formation des autophagosomes pour leur dégradation (Sargent, 

van Zutphen et al. 2016). D’autre part, la pexophagie semble influencée par la production 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par le biais des protéines ATM et PEX5 (Zhang, 

Tripathi et al. 2015).  

La biogenèse et la dégradation des peroxysomes dépendent aussi fortement du contrôle de 

leur motilité par le cytosquelette d’actine. La dynamique des peroxysomes et leur bonne 

répartition au sein de la cellule sont régulées par leurs interactions avec le cytosquelette 

(protéines associées aux microtubules) en réponse à l’environnement et au cycle cellulaire 

(Lin, Schuster et al. 2016, Neuhaus, Eggeling et al. 2016). Leur motilité est notamment 

contrôlée via une interaction entre la protéine peroxysomale membranaire inp2p et la myosine 

de type V, Myo2 (Fagarasanu, Fagarasanu et al. 2006). La fonction des peroxysomes est 

également finement régulée par leur dynamique et leur compartimentation.  

II.2 Troubles de la biogenèse peroxysomale et syndrome de Zellweger 

 Des mutations intervenant dans au moins 14 gènes différents codants pour des PEX 

ont pu être identifiées chez l’Homme comme étant à l’origine de maladies de la biogenèse 

peroxysomale (« Peroxisomal Biogenesis Disorders ») (Tableau 2). Leur incidence est 

estimée à près de 1/50 000 (Van Veldhoven 2010). Les anomalies d’assemblage ou de 

prolifération de peroxysomes ont des conséquences biochimiques telles que l’accumulation 

d’AGTLC, d’AG à chaîne branchée, de précurseurs d’acides biliaires, la diminution de la 

synthèse d’AG polyinsaturés ou des plasmalogènes (Waterham and Ebberink 2012). 

 Les mutations invalidant 13 de ces gènes sont responsables des maladies du spectre de 

Zellweger (OMIM # 601539 - # 214100), qui regroupent plusieurs phénotypes, dont le ZS, 

l’adrénoleucodystrophie néonatale (NALD), le syndrome de Heimler et la maladie de Refsum 

infantile (IRD). Ces pathologies sont aujourd’hui considérées comme les différentes 
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présentations d’un continuum clinique et biochimique, respectivement de la plus sévère (ZS) à 

la moins sévère (IRD). Les manifestations cliniques du ZS comprennent une hypotonie 

sévère, une épilepsie et des traits cranio-faciaux caractéristiques. Les patients atteints de ZS 

présentent aussi une dysfonction hépatique et des kystes rénaux. Ceux-ci meurent 

fréquemment au cours de leur première année de vie, sans évolution développementale. 

 Egalement classée dans les maladies de la biogenèse peroxysomale, la 

chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de type 1 est due à la déficience en PEX7. Elle 

entraîne principalement un défaut d’importation de l’ADHAPS qui se traduit alors par un 

défaut de synthèse des plasmalogènes (Waterham and Ebberink 2012). 

III. La β-oxydation peroxysomale 

 Les lipides métabolisés par le peroxysome nécessitent une activation avant de pouvoir 

être pris en charge (Guimaraes, Sa-Miranda et al. 2005). Cette activation nécessite une 

réaction de thioestérification au CoenzymeA (CoA) faisant intervenir une acyl-CoA 

synthétase. Les AGTLC seraient activés essentiellement par l’« acyl-CoA synthethase very 

long chain » 1 (ACSVL1 ou FATP2 ou SLC27A1) (Watkins and Ellis 2012). Les substrats de 

la β-oxydation sont alors importés au sein du peroxysome grâce aux transporteurs ATP-

binding cassette (ABC) peroxysomaux. Trois transporteurs ABC, présentant des fonctions 

complémentaires, sont localisés à la membrane du peroxysome : les transporteurs ABCD1, 

ABCD2 et ABCD3. 

 Une fois importé au sein du peroxysome, le substrat peut être pris en charge et dégradé 

par les enzymes de la β-oxydation peroxysomale (Figure 4). Un cycle de β-oxydation 

peroxysomale se décompose en 4 étapes, une déshydrogénation, une hydratation, une seconde 

déshydrogénation et un clivage thiolytique, permettant le raccourcissement de la chaîne d’AG 

de 2 carbones et la libération d’un acétyl-CoA. Le nombre de cycles de β-oxydation pour 

chaque lipide dépend de la longueur de la chaîne carbonée et se poursuit généralement jusqu’à 

l’obtention d’un acyl-CoA à chaîne moyenne (entre 6 et 8 carbones). L’acétyl-CoA et les 

acyl-CoA à chaîne moyenne ainsi formés seraient ensuite complexés à la carnitine 

respectivement via la carnitine acétyltransférase (CRAT) ou la carnitine octanoyltransférase 

(CROT) puis transportés hors du peroxysome, vers le cytosol ou la mitochondrie. Les produits 

formés par la β-oxydation seraient aussi susceptibles de quitter le peroxysome sous forme 

libre après clivage des acyl-CoA en AG libres et coenzyme A par les acyl-CoA thioestérase 4 

ou 8 (ACOT4 ou ACOT8) (Figure 4) (Hunt, Tillander et al. 2014). 
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Figure 4 : La β-oxydation peroxysomale (adapté d’après Berger, Dorninger et al. 2016). 

III.1. Enzymes de la β-oxydation peroxysomale 

 Il existe plusieurs enzymes susceptibles d’intervenir dans chacune des étapes de la  

β-oxydation peroxysomale chez l’Homme (Figure 4). La première déshydrogénation est 

réalisée par l’une des 3 acyl-CoA oxydase (ACOX). L’ACOX1 (ou palmitoyl-CoA oxydase) 

prend en charge les AG à chaîne droite tandis que l’ACOX2 (ou « branched-chain acyl-CoA 

oxidase ») et l’ACOX3 seraient toutes deux impliquées dans la dégradation des AG à chaîne 

branchée. Seule l’ACOX2 semble impliquée dans la dégradation des précurseurs d’acides 

biliaires (Ferdinandusse, Denis et al. 2018). Ces enzymes oxydent leur substrat par passage 

d’électrons au FAD et formation d’H2O2. L’ACOX1 et l’ACOX2 exerceraient leur activité à 

l’état de dimère et l’ACOX1, protéine de 75 kDa serait clivée sélectivement après son import 

dans le peroxysome en 2 sous-unités de 50 et 25 kDa (Kurochkin, Mizuno et al. 2007). Chez 

le nématode C. elegans, les spécificités de substrats des ACOX dépendraient de leur 

agencement structural, sous la forme d’homodimères ou d’hétérodimères (Zhang, Li et al. 

2016). En parallèle, chez l’Homme, un épissage alternatif permet l’expression de 2 isoformes 

de l’ACOX1, ACOX1a et ACOX1b, qui présentent également des différences de spécificité 
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de substrats (Oaxaca-Castillo, Andreoletti et al. 2007). Enfin, une quatrième ACOX a été 

identifiée. Nommée ACOX-like (ACOXL ou ACOX4) et présentant une plus forte similarité 

de séquence avec l’ACOX3, sa fonction est inconnue et le gène est susceptible d’encoder une 

protéine tronquée chez l’Homme (Van Veldhoven 2010). Dans le cas des AG insaturés et à 

chaîne branchée, des enzymes auxiliaires interviennent préalablement pour permettre leur 

prise en charge. La réaction catalysée par la 2-méthylacyl-CoA racémase (AMACR) est 

notamment essentielle à la prise en charge par l’ACOX2 des AG à chaîne branchée et 

précurseurs d’acides biliaires.  

 La première étape de la β-oxydation est ensuite suivie d’une hydratation et d’une 

seconde déshydrogénation réalisées par les enzymes bifonctionnelles DBP (ou protéine 

multifonctionnelle 2, MFP2) et LBP (ou protéine multifonctionnelle 1, MFP1). Ces enzymes 

tirent leur nom de leur double activité : 2-énoyl-CoA hydratase et 3-hydroxyacyl-CoA 

déshydrogénase. Ces 2 enzymes possèdent une stéréo-sélectivité mais catalysent toutes deux 

ces réactions sur les AG à chaîne droite. La dernière étape de clivage thiolytique fait 

intervenir les enzymes 3-cétoacyl-CoA thiolase (thiolase peroxysomale ou ACAA1) ou SCPx 

(Chevillard, Clemencet et al. 2004). Cette dernière est transcrite à l’aide d’un promoteur 

indépendant du gène SCP2 et est la seule à intervenir dans le clivage dégradant les AG à 

chaîne branchée et précurseurs d’acides biliaires. 

 Enfin, les enzymes de la β-oxydation peroxysomale sont susceptibles d’agir sous 

forme de complexe facilitant la dégradation sélective de leurs substrats (Van Veldhoven 

2010). 

III.2. La déficience en acyl-CoA oxydase I  

 Les incidences précises des déficiences en enzyme de la β-oxydation peroxysomale 

sont inconnues. Alors qu’environ 130 cas de déficience en DBP ont été diagnostiqués, 

seulement une trentaine de cas de déficience en ACOX1 ont été rapportés à travers le monde 

(Ferdinandusse, Denis et al. 2007, Van Veldhoven 2010). En 1988, Poll-The et ses 

collaborateurs décrivent les deux premiers cas de déficience en ACOX1 (OMIM # 264470) au 

sein d’une même fratrie née de parents consanguins. Le principal défaut biochimique associé 

est une accumulation d’AGTLC, alors que les niveaux en AG à chaîne branchée et en 

précurseurs d'acides biliaires restent inchangés. Le tableau clinique comporte une gamme 

étendue de symptômes comprenant une hypotonie néonatale, des crises d’épilepsie, un déficit 

neurosensoriel et un retard neuro-développemental (Poll-The, Roels et al. 1988). Chez les 
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patients, l’imagerie par résonance magnétique révèle des anomalies de la substance blanche et 

une atteinte démyélinisante progressive. L’âge moyen de survenu du décès est de 5 ans. Les 

manifestations cliniques ressemblant à celle de la NALD (maladie du spectre de Zellweger), 

le terme d’adrénoleucodystrophie pseudo-néonatale (P-NALD) a également été attribué à 

cette maladie.  

 La souris déficiente en ACOX1 présente une accumulation d’AGTLC plasmatique, un 

retard de croissance ainsi qu’une infertilité et développe à l’âge adulte une stéatose hépatique 

avec des anomalies de la prolifération peroxysomale (Fan, Pan et al. 1996). Ces souris 

présentent également plusieurs anomalies lipidiques dont une accumulation importante 

d’AGTLC polyinsaturés, résultant du défaut de β-oxydation peroxysomale et d’une activité 

accrue d’élongases (Infante, Tschanz et al. 2002). 

III.3. Transporteurs du peroxysome 

 

III.3.1. Généralités sur les transporteurs ABC  

 Les transporteurs ABC forment une large famille de transporteurs conservés au sein 

des procaryotes et eucaryotes. 48 transporteurs ont été identifiés chez l’Homme et classés, par 

homologie de séquence, en 7 sous-familles (de A à G). A l’exception des membres des sous-

familles E et F, ces protéines sont des protéines membranaires permettant le plus souvent un 

transport actif de substrats de façon unidirectionnelle, grâce à l’hydrolyse de l’ATP. Chez les 

mammifères, ils jouent un rôle majeur dans l’efflux d’une grande variété de substrats, sont 

associés à de nombreuses fonctions physiologiques et ont été aussi largement étudiés en 

condition pathologique. Citons par exemple le transporteur ABCC7, dont des mutations sont à 

l’origine de la mucoviscidose ou bien les transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3 et 

ABCG2 associés à des résistances tumorales multiples aux agents anticancéreux.  

 En 1993, Mosser et al. identifient par clonage positionnel chez plusieurs patients des 

délétions dans le gène codant pour la protéine ABCD1 (ou Adrenoleukodystrophy protein, 

ALDP) comme étant la cause de l’X-ALD (Mosser, Douar et al. 1993). Deux autres 

transporteurs, ABCD2 (ou ALD-Related Protein) (Lombard-Platet, Savary et al. 1996) et 

ABCD3 (PMP70) (Kamijo, Taketani et al. 1990) ont été identifiés. Ils présentent une 

localisation peroxysomale et une forte homologie avec le transporteur ABCD1 avec 

respectivement 63% et 36% d’identité de séquence chez l’Homme. Seuls 3 transporteurs ABC 

de la sous-famille D sont présents à la membrane des peroxysomes et assurent l’importation 

des différents AG au sein de la matrice peroxysomale préalablement à leur β-oxydation. Le 
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quatrième transporteur de la sous-famille D, ABCD4, initialement identifié comme 

transporteur peroxysomal est finalement localisé dans les lysosomes et le RE ; il semble 

impliqué dans le transport de la vitamine B12 (Kashiwayama, Seki et al. 2009, Coelho, Kim 

et al. 2012). Une attention particulière a été portée à la fonction et à la structure du 

transporteur ABCD1 en regard de son implication dans l’X-ALD, la plus fréquente des 

maladies peroxysomales. Aucun cas de déficience en ABCD2 n’a été rapporté jusqu’à 

présent. En ce qui concerne ABCD3, en 1992, deux cas de mutation dans le gène codant 

ABCD3 sont identifiés et alors associés à un défaut de la biogenèse peroxysomale et un ZS 

(Gartner, Moser et al. 1992) ; association qui se révèlera inexacte puisque ces mêmes patients 

présentaient aussi une mutation dans un gène PEX. En 2015, Ferdinandusse et ses 

collaborateurs rapportent un autre cas de déficience en ABCD3 chez une patiente présentant 

une hépato-splénomégalie associée à un déficit majeur de la voie de biosynthèse des acides 

biliaires (Ferdinandusse, Jimenez-Sanchez et al. 2015).  

III.3.2. Structure et oligomérisation des transporteurs ABC peroxysomaux 

 L’unité fonctionnelle minimale d’un transporteur ABC comprend 2 domaines 

transmembranaires (TMD) et 2 domaines de fixation aux nucléotides (NBD). Chez les 

mammifères, les protéines ABC peuvent comporter 2 TMD et 2 NBD et ainsi former un 

transporteur entier, ou bien résulter de la dimérisation de deux hémi-transporteurs composés 

chacun d’un seul TMD et un seul NBD. Les 4 membres de la sous-famille D sont des hémi-

transporteurs comportant chacun un TMD fusionné en C-terminal à un NBD. Le TMD de ces 

protéines est constitué de 6 hélices α transmembranaires potentiellement impliquées dans la 

reconnaissance des substrats et formant la structure nécessaire à son passage à travers la 

membrane. Le NBD, localisé du coté cytoplasmique de la membrane peroxysomale, comporte 

2 motifs du nom de Walker A et Walker B ainsi qu’un troisième motif nommé Signature 

ABC, tous très conservés et impliqués dans la reconnaissance et l’hydrolyse de l’ATP (Smith, 

Karpowich et al. 2002). La fixation de l’ATP sur un NBD fait intervenir les motifs A et B de 

ce NBD en association avec le motif Signature ABC du second NBD. Bien que les modalités 

du cycle de transport de substrats soient encore largement discutées. Un modèle hypothétique 

postule que la fixation du substrat au niveau du TMD entraîne un changement de 

conformation favorisant la fixation de l’ATP. L’hydrolyse de l’ATP puis le relargage de 

l’ADP, au niveau d’un NBD permettrait la translocation du substrat tandis que l’hydrolyse et 
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le relargage de l’ADP sur l’autre NBD permettrait au transporteur de retrouver sa 

conformation d’origine avec notamment une forte affinité du TMD pour le substrat.  

 Les 3 transporteurs ABC peroxysomaux étant membranaires, ils possèdent en plus un 

signal d’adressage membranaire au peroxysome, le mPTS localisé en N-terminal du TMD, 

motif conservé reconnu par le récepteur PEX19 et permettant l’adressage au peroxysome 

grâce à l’interaction de PEX19 avec la protéine d’amarrage PEX3 (Fujiki, Matsuzono et al. 

2006). Depuis la démonstration récente de la présence de ribosomes en association avec la 

membrane peroxysomale, on peut légitimement supposer que l’adressage et l’intégration dans 

la membrane peroxysomale sont intimement liés à la traduction de ces protéines 

membranaires et que la dimérisation de ces protéines, nécessaire à la constitution d’un 

transporteur fonctionnel, se fait dans un second temps. Ces transporteurs sont fonctionnels 

sous une forme prédominante d’homodimère (Guimaraes, Domingues et al. 2004) mais ces 3 

protéines peuvent également interagir entre elles et plusieurs études ont mis en évidence 

l’existence d’hétérodimères fonctionnels (Hillebrand, Verrier et al. 2007, Genin, Geillon et al. 

2011). Ainsi, des différences de spécificité de substrats ont pu être avancées pour chacun des 

homodimères et hétérodimères possibles (Geillon, Trompier et al. 2012). Mais il semblerait 

que les transporteurs ABCD1 et ABCD2 soient présents sous forme de complexes plus 

importants, essentiellement sous forme d’homotétramère et d’hétérotétramère, avec une 

prédominance de la première forme. La signification fonctionnelle de ces différents 

complexes nécessite d’être étudiée. Des travaux relatifs réalisés au laboratoire et auxquels j’ai 

participé (Geillon, Gondcaille et al. 2017) sont présentés en annexe. 

 Les études structure-fonction demeurent essentielles à la compréhension des 

mécanismes de transport et de sélectivité de substrat de ces transporteurs. Malgré l’obtention 

de structures tridimensionnelles résolues par cristallographie de plusieurs transporteurs ABC, 

il existe très peu d’informations en ce qui concerne la structure des transporteurs ABC 

peroxysomaux. Un modèle structural (Figure 5) pour le transporteur ABCD1 a été obtenu au 

laboratoire par modélisation moléculaire à partir de la structure cristallographique (à 2,85 

angström) du transporteur mitochondrial ABCB10 (Andreoletti, Raas et al. 2017). La 

publication exposant ces travaux est présentée en annexe.  

III.3.3. Fonction et expression des transporteurs ABC peroxysomaux 

 L’activation des substrats semble être un pré requis à la β-oxydation peroxysomale et 

les transporteurs ABC peroxysomaux transporteraient les AGTLC préalablement estérifiés au 
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CoA (van Roermund, Visser et al. 2008). En parallèle, l’hydrolyse du substrat activé semble 

se produire avant ou au cours du transport et cette activité intrinsèque a pu être mis en 

évidence pour l’orthologue végétal d’ABCD1 ainsi que par surexpression des transporteurs 

humain ABCD1-4 chez la levure (De Marcos Lousa, van Roermund et al. 2013, Okamoto, 

Kawaguchi et al. 2018). Le substrat serait alors réactivé au sein du peroxysome pour être pris 

en charge par les enzymes de la β-oxydation (Baker, Carrier et al. 2015). Les transporteurs 

ABC peroxysomaux formeraient donc des machineries plus complexes en étant couplés à des 

activités enzymatiques de synthèse et d’activation lipidique impliquant notamment les 

synthétases ACSVL1 et ACSVL5 (Hillebrand, Gersting et al. 2012). 

 

 

Figure 5 : Modèle structural du transporteur ABCD1 humain. 

Représentation schématique tridimensionnelle (« Ribbon ») prédite pour l’hémi-transporteur ABCD1. 

A : Les hélices transmembranaires au sein de l’homodimère sont numérotées de 1 à 6 et colorées du 

bleu foncé au rouge. Le domaine de fixation aux nucléotidex (NBD) apparait en grisé. B : 

Représentation tridimensionnelle du transporteur ABCD1 à l’état d’homodimère, un hémi-transporteur 

étant représenté en bleu, l’autre en jaune.  

 

 Les transporteurs ABC peroxysomaux présentent des spécificités de substrats 

distinctes mais partiellement chevauchantes. Ainsi, l’activité compensatrice du transporteur 

ABCD2 (et ABCD3 dans une moindre mesure) a pu être mis en évidence dans des 

fibroblastes de patients X-ALD (Kemp, Wei et al. 1998). 

 Les AGTLC les plus hydrophobes, les acides lignocériques (C24:0) et cérotiques 

(C26:0), ainsi que les AGTLC monoinsaturés (C24:1 et C26:1) semblent être 

préférentiellement transportés par ABCD1 alors que les AG à chaîne longue saturés comme 
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l’acide docosanoïque (C22:0) ou monoinsaturés (C22:1) semblent être les substrats privilégiés 

d’ABCD2. Ce dernier, et contrairement à ABCD1, serait également impliqué dans le transport 

des AG polyinsaturés, notamment du DHA (C22:6 n-3) et de son précurseur (C24:6 n-3) (van 

Roermund, Visser et al. 2010, Genin, Geillon et al. 2011). Le transporteur ABCD3 serait 

quant à lui essentiellement impliqué dans l’import de substrats incluant les AG à chaîne 

branchée, les précurseurs d’acides biliaires et les acides dicarboxyliques (van Roermund, Ijlst 

et al. 2013, Ferdinandusse, Jimenez-Sanchez et al. 2015). 

 Les transporteurs ABC peroxysomaux présentent des profils d’expression spécifiques 

qui sont relativement comparables entre l’Homme et la souris (Tableau 3) (Berger, Albet et 

al. 1999, Langmann, Mauerer et al. 2003)  

 

Tableau 3 : Comparaison des profils d’expression en ARNm, des gènes codant les trois 

transporteurs ABCD peroxysomaux, chez la souris et l’Homme. 

Les niveaux d’expression relatifs des gènes murins (Berger et al. 1999) ne peuvent être comparés que 

verticalement (entre tissus) : +/- (détectable uniquement par RT-PCR) ; + (expression faible) ; ++ 

(bonne expression) ; +++ (expression élevée) ; Ø (pas de donnée). Une comparaison des niveaux 

d’expression relatifs des gènes humains (Langmann et al. 2003) peut être faite verticalement (entre 

tissus) (•<••<•••<••••<•••••) ou horizontalement (entre gènes) à l’aide du code couleur : niveau 

d’expression élevé (rouge), moyen (vert), faible (bleu) et très faible (gris) ; (adapté de Flore Geillon 

d’après les données de Berger et al. 1999 et Langmann et al. 2003). 
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 De façon remarquable, ABCD1 et ABCD2 présentent une expression en miroir dans 

plusieurs tissus chez l’Homme (Troffer-Charlier, Doerflinger et al. 1998, Weber, Wiesinger et 

al. 2014). Selon les conditions environnementales, certains tissus présentent à l’inverse une 

forte expression des transporteurs ABCD1 et ABCD2. Au sein du SNC, ABCD1 se trouve être 

exprimé uniquement par les oligodendrocytes, les astrocytes et la microglie alors qu’ABCD2 

serait davantage exprimé au sein des oligodendrocytes et neurones (Troffer-Charlier, 

Doerflinger et al. 1998).  

 En parallèle, il a pu être montré que plusieurs ligands de PPARα étaient responsables 

d’une augmentation d’expression d’ABCD2 et d’ABCD3. A l’inverse, aucune expression 

induite d’ABCD1 n’a pu être mise en évidence (Albet, Causeret et al. 1997). Du fait de la 

redondance fonctionnelle partielle entre les transporteurs ABC peroxysomaux, ces 

mécanismes de régulation transcriptionnelle ouvrent de nombreuses pistes thérapeutiques 

pour l’X-ALD qui sont discutés, avec la physiopathologie de l’X-ALD, dans le chapitre 

suivant.  
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CHAPITRE 3 : L’ADRENOLEUCODYSTROPHIE LIEE A L’X  

(X-ALD) 

I. Introduction 

 L’adrénoleucodystrophie liée à l’X (X-ALD) (OMIM #300100) est la maladie 

peroxysomale et la leucodystrophie la plus fréquente. Il s’agit d’une maladie métabolique 

monogénique résultant de l’inactivation du gène ABCD1 positionné en Xq28 (Mosser, Douar 

et al. 1993). Son incidence combinée chez les hémizygotes (hommes) et hétérozygotes 

(femmes) est estimée à 1/16 800 (Bezman and Moser 1998). Sa pénétrance est complète chez 

les hommes et estimée à 65% chez les femmes vers l’âge de 60 ans (Engelen, Kemp et al. 

2012). Les mutations à l’origine d’une protéine ABCD1 absente ou non-fonctionnelle 

entraînent un défaut de transport peroxysomal des AGTLC et une activité de β-oxydation 

peroxysomale diminuée d’environ 60 à 80% (Singh, Moser et al. 1984). Une accumulation 

d’AGTLC est alors mesurable dans le plasma et les tissus des patients, de manière notable 

dans la substance blanche cérébrale, la moelle épinière et le cortex surrénalien.  

 La variabilité phénotypique particulière de la maladie est essentiellement caractérisée 

par 2 phénotypes, une axonopathie appelée adrénomyéloneuropathie (AMN) survenant chez 

l’adulte et une forme cérébrale démyélinisante et inflammatoire survenant principalement 

chez l’enfant (CALD). Une atteinte corticosurrénalienne, traduite par une maladie d’Addison, 

est fréquente et a conduit à donner le terme d’adrénoleukodystrophie.  

 Initialement décrite au début du 20
ème

 siècle par Shilder puis Siemerling et Creutzfeldt, 

il faut attendre les années 80 pour qu’apparaissent les premiers essais thérapeutiques par 

greffe de cellules souches hématopoïétiques et l’identification de son origine peroxysomale 

(Moser, Tutschka et al. 1984, Singh, Moser et al. 1984). L’identification du gène ABCD1 en 

1993 aboutira au succès retentissant d’une stratégie de thérapie génique en 2009 puis d’un 

second essai clinique en 2017 (Cartier, Hacein-Bey-Abina et al. 2009, Eichler, Duncan et al. 

2017). Néanmoins, la difficulté de compréhension des mécanismes mis en jeu dans cette 

stratégie thérapeutique de même que l’absence de corrélation entre génotype et phénotype 

contribuent à faire de cette maladie un véritable challenge tant dans la compréhension de sa 

physiopathogenèse que dans le développement thérapeutique (Berger, Forss-Petter et al. 

2014). 
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II. Phénotypes 

 L’importante variabilité phénotypique de la maladie et l’absence d’un réel continuum 

ont amené à distinguer au moins trois phénotypes. La répartition des différentes formes 

cliniques de l’X-ALD est indiquée dans le Tableau 4. Aucune étude rétrospective ne permet 

de dire si un porteur hémizygote peut rester asymptomatique mais il semble probable que la 

pénétrance de l’AMN soit quasi complète. Il n’existe aucun marqueur pronostic permettant de 

prédire si un patient va être affecté, et si oui, à quel âge et avec quel degré de sévérité 

(Engelen, Kemp et al. 2012). 

 

Tableau 4 : Phénotypes de l’X-ALD (adapté d’après Engelen, Kemp et al. 2012) 

 

II.1 L’adrénoleucodystrophie cérébrale (CALD) 

 La CALD est la forme la plus rapidement progressive et dévastatrice de l’X-ALD. Elle 

apparaît dans près de 35% des cas d’X-ALD, durant l’enfance (CALD infantile), avant 10 ans 

mais jamais avant 2 ans et demi. La CALD concerne au total près de 60% des hommes 

Forme non cérébrale Forme cérébrale

Fréquence (%) 31 - 35 4 - 7 2 - 5 40 - 46
20% des patients 

AMN après 10 ans
Diminue avec l’âge

Nombre de cas 

symptomatique 

inconnu

Age à l’apparition 

de la maladie
2,5 - 10 10 - 21 > 21 > 18 > 18 > 2

Forte variation, 

majoritairement       

> 40

Myélopathie Absente

Possible à un 

stade 

préclinique 

Présente ou 

absente
Présente Présente Absente Présente

Très rares

Mêmes atteintes 

que dans l'AMN non 

cérébrale mais 

moins fréquentes

Troubles cognitifs 

et 

comportementaux

Présents Présents Présents Absents Présents Absents Très rares

Neuropathie 

périphérique
Absente Rare Possible

Sensorimotrice, 

principalement 

axonale, rarement 

démyélinisante

Sensorimotrice, 

principalement 

axonale

Absente
Présente ou 

absente

Troubles 

endocriniens 

Maladie 

d'Addison 

fréquente

Maladie 

d'Addison 

fréquente

Maladie 

d'Addison 

fréquente

Maladie d'Addison 

fréquente et 

insuffisance 

testiculaire

Maladie d'Addison 

fréquente et 

insuffisance 

testiculaire

Maladie d'Addison 
Maladie d'Addison 

rare

Progression Rapide Rapide Rapide Lente Rapide Absent Lente

Hétérozygotie

Absentes

AMN

Lésions de la 

substance blanche 

par IRM cérébrale

Importantes Importantes Importantes

Dégénérescence 

wallérienne des 

tractus corticospinaux 

au niveau du tronc 

cérébral, du pons et 

des  capsules internes

Pariéto-occipitales, 

frontales, ou 

impliquant le 

centrum semiovale 

Phénotype CALD infantile
CALD 

adolescente
CALD adulte

Maladie d’Addison 

uniquement 
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atteints d’X-ALD (Berger, Forss-Petter et al. 2014). Sa survenue est insidieuse et elle est 

souvent marquée par un déficit cognitif. Le déclin neurologique progressif et rapide est 

souvent associé à une hémiplégie ou une tétraplégie, une ataxie cérébelleuse, des déficits 

auditifs et visuels ou une épilepsie. Ce déclin mène alors à un état végétatif ou à la mort dans 

les 2 à 4 ans après les premiers signes cliniques. Dans certains cas, la phase progressive 

neuro-inflammatoire est arrêtée et stabilisée pendant plusieurs années. La progression et la 

sévérité de la pathologie sont généralement corrélées à l’âge de survenue : plus la maladie 

apparaît tôt, plus elle progresse rapidement.  

 L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) caractéristique de la CALD met en 

évidence un hypersignal en séquence T2 ou FLAIR au niveau de la substance blanche parieto-

occipitale ou frontale, du corps calleux ou des faisceaux pyramidaux du tronc cérébral, du 

pons ou des capsules internes (Figure 6). 

 

II.2 L’adrénomyeloneuropathie (AMN) 

 L’AMN concerne quasiment tous les patients X-ALD à l’âge adulte et se manifeste 

souvent entre 30 et 50 ans. Elle est caractérisée par une paraparésie spastique progressive et 

les symptômes initiaux comprennent souvent des pertes de sensibilité et des douleurs dans les 

membres inférieurs, des troubles sphinctériens ou une impuissance. L’évolution est 

généralement progressive, parfois plus marquée au cours des 3 premières années. Une dizaine 

d’années après les premiers symptômes, les troubles neurologiques deviennent souvent plus 

sévères et le recours à un fauteuil roulant peut s’avérer nécessaire. 

Figure 6 : Anomalies de la substance blanche 

des régions pariéto-occipitales et des capsules 

internes par IRM en plan axial en séquence 

FLAIR (d’après Engelen, Kemp et al. 2012). 
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 Elle correspond sur le plan pathologique à une axonopathie distale non-inflammatoire 

impliquant les faisceaux de la moelle épinière et dans une moindre mesure les nerfs 

périphériques. L’IRM cérébrale de patients AMN est généralement normal ou met en 

évidence des anomalies légères à hauteur des faisceaux pyramidaux du tronc cérébral, du pons 

ou des capsules internes (augmentation modérée du signal en séquence FLAIR ou T2), qui 

correspondent probablement à des dégénérescences axonales appelées dégénérescences 

Wallériennes. En présence d’un produit de contraste (gadolinium), la BHE apparaît intacte et 

aucune réaction inflammatoire n’est mesurable. Une atteinte de la moelle épinière est parfois 

détectable par IRM mais les atteintes observables ne sont pas celles d’une maladie 

démyélinisante (Engelen, Kemp et al. 2012).  

 Les troubles neurologiques sont fréquemment accompagnés de troubles endocriniens ; 

66% des hommes atteints d’AMN sont atteints d’insuffisance surrénale (maladie d’Addison) 

(Powers, DeCiero et al. 2000). 

 Les phénotypes de l’X-ALD ne sont pas statiques et tous les porteurs hémizygotes de 

la mutation d’ABCD1 sont à risques de présenter des symptômes neurologiques ou des 

troubles endocriniens. Sur une période de 10 ans, environ 20% des patients atteints d’AMN 

vont également développer la forme cérébrale de la maladie (van Geel, Bezman et al. 2001). 

II.3 La maladie d’Addison et les troubles endocriniens 

 L’X-ALD est une des causes principales d’insuffisance surrénale également connue 

sous le nom de maladie d’Addison. L’insuffisance surrénale primaire dans l’X-ALD est 

caractérisée par un faible taux de cortisol et un taux élevé de l’hormone adrénocorticotrope 

(ACTH). L’accumulation d’ACTH est fréquemment à l’origine d’une hyperpigmentation chez 

ces patients. L’hypocortisolisme et l’hypoaldosteronisme se manifestent par plusieurs signes 

cliniques dont une fatigue ou une hypotension artérielle, et nécessitent une prise en charge 

thérapeutique. La maladie d’Addison permet parfois le diagnostic de l’X-ALD, en se 

manifestant souvent plusieurs années avant les premiers symptômes neurologiques. La 

pénétrance de la maladie d’Addison dans l’X-ALD est inconnue. Bien qu’elle se manifeste 

dans près de deux tiers des cas hémizygotes, elle serait en fait détectable biochimiquement dès 

l’âge de 5 mois et dans près de 80% des cas avant l’âge de 13 ans et serait donc le phénotype 

le plus commun de l’X-ALD (Dubey, Raymond et al. 2005). 

 L’accumulation d’AGTLC et de cholestérol estérifié est visible sous forme 

d’inclusions lipidiques dans les zones réticulées et fasciculées du cortex surrénal. Ces 
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accumulations sont suspectées d’entraîner une apoptose et l’atrophie de ce tissu (Kemp, 

Huffnagel et al. 2016). La stéroïdogenèse semble être impactée dans l’X-ALD et la fonction 

reproductrice est parfois également affectée. Un hypogonadisme peut être observé et 

impliquerait une toxicité des AGTLC dans les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig, 

ainsi qu’un hypoandrogénisme ou une résistance des récepteurs aux androgènes 

(Brennemann, Kohler et al. 1997, Burtman and Regelmann 2016, Kemp, Huffnagel et al. 

2016). Enfin, une alopécie est fréquemment présente chez les patients atteints d’AMN 

(Engelen, Kemp et al. 2012). 

II.4 Hétérozygotie 

 Dans la plupart des cas d’X-ALD, les porteurs hétérozygotes ont longtemps été 

présumés comme asymptomatiques. Cependant de nombreux cas de femmes porteuses de 

mutations du gène ABCD1 ont développé des symptômes ressemblant à ceux de l’AMN. Les 

symptômes de l’AMN se manifesteraient majoritairement après 40 ans et des troubles 

neurologiques seraient présents chez près de 65% des porteurs hétérozygotes après 60 ans 

(Engelen, Kemp et al. 2012). La pénétrance de l’X-ALD chez les femmes semble dépendre 

fortement de l’âge (Horn, Retterstol et al. 2015). Une implication cérébrale et l’insuffisance 

surrénale seraient beaucoup plus rares, dans 2% et 1% des cas respectivement. Une 

accumulation d’AGTLC ou un défaut de β-oxydation peroxysomale semble observable chez 

quasiment toutes les patientes (Engelen, Barbier et al. 2014). 

 L’inactivation de l’X inégale ou préférentielle serait potentiellement impliquée dans le 

développement de la pathologie chez les porteurs hétérozygotes. Les cellules exprimant 

préférentiellement un allèle mutant d’ABCD1 sembleraient présenter des avantages de 

croissance mais aucune corrélation entre le développement des symptômes et le motif 

d’inactivation n’a pu être démontrée (Salsano, Tabano et al. 2012).  
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III. Génétique et diagnostic 

 Le diagnostic de l’X-ALD repose de façon essentielle sur le dosage des AGTLC 

plasmatiques via les mesures du taux de C26:0 et des ratio C24:0/C22:0 et C26:0/C22:0. Cette 

analyse permet généralement de détecter les cas d’X-ALD chez les patients présentant les 

signes d’une AMN ou d’une maladie d’Addison mais il existe une importante variabilité 

phénotypique. Par ailleurs, chez les porteurs hétérozygotes, un nombre significatif de faux-

négatifs peut être observé. 

 Depuis l’identification du gène mis en cause, le diagnostic biochimique est 

accompagné par un diagnostic moléculaire permettant d’identifier la mutation dans le gène 

ABCD1 localisé en Xq28. Le gène ABCD1 s’étend sur environ 19,9 kb comporte 10 exons et 

code pour une protéine de 745 acide-aminés. 

 Plus de 1100 mutations différentes (mutants pathogéniques et variants génétiques) 

réparties sur les 10 exons du gène ABCD1 sont répertoriées dans la base de données « ALD 

Mutation Database » (https://adrenoleukodystrophy.info/mutations-and-variants-in-abcd1, le 

24/08/2018) (Kemp, Pujol et al. 2001). L’incidence de l’X-ALD ne semble pas dépendre du 

contexte géographique ou ethnique. La fréquence des mutations de novo chez les patients X-

ALD serait d’environ 5% et un mosaïcisme gonadique serait associé dans moins de 1% des 

cas (Wang, Busin et al. 2011). 

 Depuis 2014, un dépistage néonatal a été mis en place dans l’état de New-York aux 

Etats-Unis et a permis l’identification de 45 nouveaux cas sur 700 000 nouveau-nés au cours 

des 3 premières années (prédisant une incidence proche de 1/15 000 naissances dans cet état). 

Ce dernier repose sur la détection d’un niveau élevé de C26-lysophosphatidylcholine 

(marqueur d’AGTLC), à partir de tache de sang séché sur papier buvard par spectrométrie de 

masse (MS) en tandem. Le diagnostic peut alors être confirmé par l’analyse génétique. Il 

permet alors de réaliser une surveillance en IRM cérébrale ainsi qu’une surveillance de la 

fonction surrénale des patients dépistés et permet une prise en charge thérapeutique précoce 

lorsqu’elle est possible. Un dépistage familial peut alors également être proposé (Kemper, 

Brosco et al. 2017). Ces procédures de dépistage néonatal ont depuis été étendues à une 

dizaine d’autres états américains et devraient également être mises en place prochainement 

dans tous les Etats-Unis ainsi qu’aux Pays-Bas. 

https://adrenoleukodystrophy.info/mutations-and-variants-in-abcd1
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IV. Les facteurs environnementaux et gènes modificateurs 

 Il n’existe aucun lien entre les mutations observées sur le gène ABCD1 et le phénotype 

déclaré chez les patients. Des patients présentant la même mutation, à l’origine d’une protéine 

tronquée ou non-fonctionnelle, peuvent présenter des phénotypes différents (Berger, Molzer 

et al. 1994). Ces arguments sont donc largement en faveur du rôle majeur des facteurs 

environnementaux et/ou génétiques dans cette variabilité phénotypique. 

Plusieurs gènes modificateurs potentiels ont pu être la cible d’analyse de ségrégation parmi 

lesquels les gènes ABCD2, ABCD3, ABCD4, ACSBG1, SOD2, TNFα ou CD1 mais aucune 

corrélation n’a pu être établie entre un phénotype de l’X-ALD et l’un de ses variants 

(McGuinness, Griffin et al. 1995, Maier, Mayerhofer et al. 2008, Matsukawa, Asheuer et al. 

2011, Brose, Avramopoulos et al. 2012). Seul le polymorphisme du gène CYP4F2 est associé 

à un risque accru de développer la CALD. Ce polymorphisme, en diminuant le taux de la 

protéine CYP4F2, entraînerait une baisse de conversion des AGTLC en acides 

dicarboxyliques réduisant alors leur dégradation par ω-oxydation (van Engen, Ofman et al. 

2016). 

 L’existence de plusieurs cas de jumeaux monozygotes présentant des phénotypes 

différents serait un argument important en faveur d’un facteur environnemental (Di Rocco, 

Doria-Lamba et al. 2001). Deux jumeaux monozygotes de 10 ans, l’un atteint par la forme 

cérébrale et l’autre asymptomatique, présentaient des génotypes identiques (Korenke, Fuchs 

et al. 1996). Des cas similaires chez l’adulte ont pu être décrits (Sobue, Ueno-Natsukari et al. 

1994). Ces jumeaux présenteraient par ailleurs des ADN mitochondriaux identiques 

(Wilichowski, Ohlenbusch et al. 1998). 

 Plusieurs facteurs environnementaux semblent à même de déclencher le phénotype 

cérébral inflammatoire de la maladie. Certains cas cliniques ont pu se voir diagnostiquer une 

CALD après un traumatisme crânien (Raymond, Seidman et al. 2010, Bouquet, Dehais et al. 

2015). Un accident vasculaire cérébral ou même une consommation de psychotropes, via un 

phénomène de décompensation métabolique, sont également susceptibles de déclencher une 

réponse inflammatoire à l’origine du phénotype cérébral (Fellner, Benninger et al. 2016). 
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V. La physiopathologie de l’ X-ALD  

V.1. L’accumulation d’AGTLC et les conséquences métaboliques de l’X-ALD 

 Au sein des lésions de la substance blanche et de la corticosurrénale, les premières 

analyses ultra-structurales par microscopie électronique ont pu mettre en évidence des 

inclusions cytoplasmiques de structure lamellaire et de nature lipidique. Ces résultats ainsi 

que la présence de macrophages chargés en lipides ont permis de conclure qu’un défaut 

métabolique était à l’origine de l’X-ALD (Powers and Schaumburg 1974, Schaumburg, 

Powers et al. 1974). L’accumulation d’AGTLC apparaît aujourd’hui comme la conséquence 

directe principale de l’absence de protéine ABCD1 fonctionnelle. Les AGTLC accumulés 

sont essentiellement retrouvés sous forme estérifiée et dans différents lipides complexes, 

principalement des gangliosides, phosphatidylcholines et esters de cholestérol, des 

composants essentiels des membranes biologiques (Igarashi, Schaumburg et al. 1976). Dans 

le cerveau des souris déficientes en ABCD1, les AGTLC saturés et monoinsaturés sont 

incorporés, essentiellement en position sn-1, dans de nombreuses classes de phospholipides 

(75 espèces de phosphatidylcholine, 15 de phosphatidyléthanolamine, 5 de sphingomyéline, 4 

de lysophosphatidylcholine, et 1 de lysophosphatidyléthanolamine) (Hama, Fujiwara et al. 

2018). L’accumulation d’AGTLC dans les fractions riches en phosphatidylcholine de la 

myéline est fortement susceptible de jouer un rôle dans l’initiation des processus de 

démyélinisation et la réponse neuro-inflammatoire de la CALD (Kemp and Wanders 2010). 

L’accumulation de cholestérol estérifié et d’AGTLC a pu être corrélée spatialement avec la 

présence d’un infiltrat inflammatoire, l’expression de cytokines pro-inflammatoires et la 

démyélinisation (Paintlia, Gilg et al. 2003).  

 Plusieurs expériences ont permis de mettre en évidence la toxicité des AGTLC in vitro 

(Hein, Schonfeld et al. 2008, Zarrouk, Vejux et al. 2012). Ces molécules particulièrement 

hydrophobes présentent une très forte affinité pour les membranes biologiques et un niveau de 

désorption de ces membranes 10 000 fois plus faible que celui des AG à chaîne longue (Ho, 

Moser et al. 1995). Ils affecteraient ainsi la structure, la stabilité et la fonction de ces 

membranes, avec des répercussions multiples dans différents compartiments cellulaires. 

L’accumulation d’AGTLC au sein de la membrane mitochondriale présuppose des 

conséquences sur sa fonction, sa respiration et sa biogenèse et donc des conséquences 

métaboliques importantes. L’atteinte mitochondriale dans l’X-ALD semble fortement reliée à 

des anomalies de stress oxydatif et est revue plus en détail ci-dessous. Par ailleurs, un stress 
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du RE a pu être mis en évidence dans des fibroblastes de patients exposés au C26:0 (van de 

Beek, Ofman et al. 2017). 

 Le défaut de β-oxydation peroxysomale ne serait pas la seule cause de cette 

accumulation. Les 7 élongases localisées au niveau du RE contribueraient ainsi largement à 

l’augmentation du taux d’AGTLC, jusqu’à 32 atomes de carbone, dans certains tissus (Kemp, 

Valianpour et al. 2005). ELOVL1 est la principale enzyme catalysant la synthèse d’AGTLC 

saturés et monoinsaturés à 26 atomes de carbone. Son activité est essentiellement augmentée 

du fait de la plus grande disponibilité de substrat et elle contribuerait ainsi à la 

physiopathologie de l’X-ALD en augmentant les niveaux intracellulaires de C26 (Ofman, 

Dijkstra et al. 2010). Une augmentation de l’activité des élongases microsomales a pu être 

observée dans le cerveau de souris déficiente en ABCD1 au cours du développement et de la 

phase de myélinisation. Ces activités sont fortement susceptibles de perturber la composition 

de la myéline et de jouer un rôle dans le déclenchement de la pathologie (Morita, Kawamichi 

et al. 2015). 

 L’accumulation d’AGTLC est également accompagnée d’une diminution du taux de 

plasmenyl-éthanolamine dans la substance blanche des patients atteints de CALD. Ces 

modifications semblent être observées principalement dans les zones de plaque inflammatoire 

et semblent corrélées à la production d’ERO et à la présence d’une oxydation protéique sous 

la forme de protéines carbonylées (Khan, Singh et al. 2008). De façon similaire, dans le tissu 

nerveux des souris déficientes en ABCD1, les plasmalogènes semblent protéger des effets 

néfastes des AGTLC (Brites, Mooyer et al. 2009). 

 Bien que les AGTLC accumulés dans certaines classes de lipides semblent jouer un 

rôle central dans la pathologie, aucune corrélation entre le taux plasmatique d’AGTLC et le 

phénotype ou la sévérité de la pathologie n’a pu être mise en évidence (Moser, Kreiter et al. 

1999). Il est ainsi probable que le niveau d’AGTLC plasmatique ne reflète pas les niveaux 

tissulaires d’AGTLC libres ou estérifiés. Cependant, d’autres acteurs que les AGTLC sont 

aussi vraisemblablement impliqués dans la pathologie. 

 Un lien entre l’accumulation d’AGTLC et les anomalies du métabolisme du 

cholestérol a pu être observé chez des souris déficientes en ABCD1. Alors qu’un régime riche 

en cholestérol entraîne normalement une baisse du taux cérébral d’AGTLC chez la souris 

sauvage, ce même régime provoque une augmentation du taux cérébral d’AGTLC chez les 

souris déficientes, notamment via une baisse d’expression d’ABCD2. A l’inverse, une 

diminution de l’apport en cholestérol permet de réduire l’accumulation d’AGTLC dans les 

fibroblastes déficients, humains et murins (Weinhofer, Forss-Petter et al. 2005). La BHE est 
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grandement susceptible de contribuer aux spécificités métaboliques tissulaires mises en 

évidence dans cette étude. Il semblerait que la baisse du niveau de C26:0 observée dans les 

fibroblastes X-ALD appauvris en cholestérol soit en fait accompagnée d’une plus forte 

expression de la stéaroyl-CoA-désaturase et d’une élévation du niveau de C26:1 et d’autres 

AG monoinsaturés, sans que la β-oxydation soit affectée (Engelen, Ofman et al. 2008). Le 

métabolisme des phosphatidylcholines, altéré dans l’X-ALD, semble aussi fortement impacter 

l’homéostasie du cholestérol dans les macrophages (Lagace 2015). D’autre part, le trafic 

intracellulaire du cholestérol est susceptible de faire intervenir des interactions lysosomes-

peroxysomes. Ce trafic serait perturbé dans les cellules déficientes en ABCD1 et aboutirait à 

une accumulation de cholestérol dans les lysosomes (Chu, Liao et al. 2015). Ces anomalies du 

métabolisme du cholestérol semblent également engendrer son accumulation sous forme 

estérifié et la formation d’inclusions lipidiques observables par microscopie (Tangirala, 

Jerome et al. 1994).  

 La déficience en ABCD1 induirait l’accumulation de ligands de plusieurs récepteurs 

nucléaires et serait donc également responsable de réponses transcriptionnelles spécifiques.  

Certaines de ces réponses transcriptionnelles sont susceptibles de contribuer à la pathologie et 

à la réponse neuro-inflammatoire, notamment en promouvant l’expression de la 25-

hydroxylase et l’accumulation de 25-hydroxycholestérol (25HC), responsable alors d’une 

activation de l’inflammasome NLRP3 et de la sécrétion d’IL-1β par les cellules microgliales 

(Jang, Park et al. 2016). 

V.2. Le stress oxydant dans l’X-ALD  

 La déficience en ABCD1 et l’excès d’AGTLC conduisent à une dérégulation de 

l’homéostasie redox. Le stress oxydant apparaît comme un événement précoce dans la 

physiopathologie et engendre des dommages protéiques mesurables par des marqueurs de 

lipoxydation et glycoxydation (Fourcade, Lopez-Erauskin et al. 2008). Dans le parenchyme 

cérébral humain affecté, ce stress oxydant est mis en évidence par une surexpression de SOD2 

(MnSOD) et d’iNOS associée à la présence de peroxynitrite, de malondialdéhyde et de 4-

hydroxynonenal (Powers, Pei et al. 2005). Une augmentation de la chimioluminescence 

plasmatique reflétant l’auto-oxydation et la peroxydation lipidique a également pu être 

observée ainsi qu’une augmentation des activités SOD et catalase dans les fibroblastes de 

patients X-ALD (Vargas, Wajner et al. 2004). En parallèle, une diminution du glutathion sous 

forme réduite et oxydée a été mesurée dans les lymphocytes, confirmant le déséquilibre redox 
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dans l’X-ALD (Petrillo, Piemonte et al. 2013). Enfin, l’activité SOD plasmatique chez les 

patients CALD se trouve diminuée par comparaison aux patients AMN. Cette activité SOD 

semble être inversement corrélée à la sévérité de la pathologie et présuppose donc un rôle 

important du stress oxydant dans l’initiation de la réponse neuro-inflammatoire (Turk, 

Theisen et al. 2017).  

 Le lien entre l’accumulation d’AGTLC, le stress oxydant et l’inflammation, les trois 

acteurs centraux présumés de l’X-ALD, n’est encore pas clair aujourd’hui. La fonction 

mitochondriale semble toutefois être l’une des principales victimes de l’accumulation 

d’AGTLC et son dysfonctionnement pourrait être à l’origine du déséquilibre redox et de la 

réponse inflammatoire. Le dysfonctionnement mitochondrial et des anomalies de 

phosphorylation oxydative semblent fortement susceptibles de contribuer à la dégénérescence 

axonale. Ces anomalies de phosphorylation oxydative semblent communes à l’AMN et à la 

CALD et seraient impliquées dans l’induction de la réponse transcriptionnelle pro-

inflammatoire (Schluter, Espinosa et al. 2012, Fourcade, Lopez-Erauskin et al. 2014). In vitro, 

dans les cellules astrocytaires et oligodendrocytaires, les AGTLC affecteraient la membrane 

interne mitochondriale et ainsi la perméabilité membranaire de cet organite, induisant alors la 

mort cellulaire (Hein, Schonfeld et al. 2008). L’analyse de la structure et de la composition en 

AGTLC des mitochondries chez la souris déficiente en ABCD1 n’a cependant pas révélé 

d’anomalies, remettant en cause une implication directe des AGTLC (Oezen, Rossmanith et 

al. 2005). 

 Le stress oxydant et le dysfonctionnement mitochondrial dans l’X-ALD ont pu être 

associés à de nombreuses anomalies telles qu’une perturbation de l’autophagie et de son 

inhibiteur, cible de la rapamycine chez les mammifères (mTOR), ainsi qu’une perturbation 

des voies de signalisation dépendantes de PPARγ et « PPARγ coactivator 1-α » (PGC1α) 

(Launay, Ruiz et al. 2013, Fourcade, Ferrer et al. 2015, Launay, Aguado et al. 2015). 

L’altération du contexte métabolique cellulaire associée à l’atteinte mitochondriale est 

également susceptible de modifier la réponse inflammatoire. Une baisse de l’activation de la 

voie dépendante de l’« AMP-activated protein kinase » (AMPK) a pu être remarquée dans les 

fibroblastes et lymphocytes de patients CALD mais pas chez les patients AMN (Singh and 

Giri 2014). Même s’il est absent chez la souris déficiente en ABCD1, ce défaut d’AMPK 

serait alors en cause dans le dysfonctionnement mitochondrial et l’induction de la réponse 

pro-inflammatoire dans la CALD (Singh, Suhail et al. 2015).  
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V.3. La réponse inflammatoire dans l’X-ALD 

 La forte susceptibilité des oligodendrocytes aux AGTLC est une des hypothèses à 

même d’expliquer l’atteinte démyélinisante observée dans la CALD. Chez la souris, une 

fonction peroxysomale déficiente dans les oligodendrocytes est suffisante pour entraîner une 

lésion démyélinisante (Kassmann, Lappe-Siefke et al. 2007). L’apoptose des 

oligodendrocytes a pu être observée dans les lésions de la substance blanche de la CALD et 

semble bien être corrélée à la démyélinisation (Feigenbaum, Gelot et al. 2000). Bien qu’une 

accumulation d’AGTLC plus importante ait pu être observée au sein des zones démyélinisées, 

celle-ci est également accompagnée par une importante activation astrocytaire et microgliale 

(Paintlia, Gilg et al. 2003). La mort des oligodendrocytes pourrait apparaître comme une 

conséquence directe de l’accumulation d’AGTLC ou indirecte par l’intermédiaire de 

médiateurs de l’inflammation. L’astrocytose et la microgliose réactive dans la CALD 

semblent être associées à une sécrétion de TNFα, alors susceptible d’altérer la viabilité des 

oligodendrocytes (Powers, Liu et al. 1992). In vitro, une baisse d’expression d’ABCD1 et 

ABCD2 par interférence ARN dans les cellules astrocytaires entraîne une réponse 

inflammatoire par le biais du facteur nucléaire NF-ΚB (Singh, Khan et al. 2009). En 

association avec les anomalies observées par IRM, une sécrétion accrue de cytokines pro-

inflammatoires incluant l’IL-1β, l’IL-2, l’IL-8 et le TNFα a pu être mesurée dans le plasma de 

patients atteints de CALD. Cette réponse inflammatoire semble précoce car elle est également 

observée chez les patients X-ALD encore asymptomatiques ou atteints d’AMN et semble 

corrélée à l’augmentation du taux plasmatique d’AGTLC (Marchetti, Donida et al. 2018). 

Bien que l’AMN soit considérée comme non-inflammatoire, une altération du métabolisme 

des glycolipides et des glycérophospholipides et un profil inflammatoire atypique ont pu être 

mis en évidence par une étude du métabolome de cellules sanguines mononuclées de patients 

AMN (Ruiz, Jove et al. 2015).  

 Plusieurs éléments suggèrent l’implication d’une réponse immunitaire cellulaire 

cytotoxique dans l’atteinte démyélinisante de la CALD. L’hypothèse d’une présentation 

antigénique anormale de phosphatidylcholines résultant de l’accumulation d’AGTLC a ainsi 

été proposée (Theda, Moser et al. 1992). La présence d’un infiltrat inflammatoire composé de 

lymphocytes T cytotoxiques (CD8 positifs) suggère l’implication d’une présentation 

d’antigène lipidique par l’intermédiaire de molécule comme le CD1d et potentiellement 

responsable d’une cytolyse des oligodendrocytes. Le CD1d est exprimé par les cellules 

microgliales dans la CALD et permet la présentation d’antigènes de nature lipidique aux 



52 

 

lymphocytes T « natural killer » (NKT) (Ito, Blumberg et al. 2001). Toutefois, une 

implication de tels acteurs dans la pathologie semble marginale au vu des très faibles 

différences d’expression de CD1d et du nombre de lymphocytes NKT mesurées chez les 

patients (Gautron, Giquel et al. 2010, Barbier, Sabbagh et al. 2012). 

 Musolino et ses collaborateurs ont mis en évidence en 2015 un effet majeur de la 

déficience en ABCD1 sur l’endothélium microvasculaire cérébral. Le défaut entraînant 

l’accumulation d’AGTLC, induirait une diminution d’expression des protéines de jonction 

serrée endothéliale, in vitro. La fragilisation de la BHE serait alors accompagnée d’un 

recrutement accru de cellules monocytaires en lien avec une baisse d’expression du facteur c-

Myc. Ces effets sont fortement susceptibles d’initier et d’accroître la réaction neuro-

inflammatoire chez les patients atteints d’X-ALD. De plus, l’absence d’expression d’ABCD2 

dans ces cellules empêcherait tout effet compensatoire (Musolino, Gong et al. 2015). Cette 

même équipe a pu mettre en évidence une augmentation du débit microvasculaire cérébral et 

une altération de l’intégrité de la BHE dans les zones péri-lésionnelles à des stades précoces 

chez les patients atteints de CALD (Lauer, Da et al. 2017). 

V.4. L’altération des cellules myéloïdes dans l’X-ALD 

 La déficience en ABCD1 n’impacte pas tous les types cellulaires de façon similaire. 

Ainsi, parmi les cellules sanguines mononuclées, les cellules monocytaires (cellules CD14 

positives), précurseurs de la plupart des macrophages, sont les cellules les plus impactées par 

le défaut métabolique. Comparativement aux lymphocytes, ces cellules présentent un niveau 

basal de β-oxydation mitochondriale et peroxysomale plus important, des niveaux 

d’expression d’ABCD2 très faibles et elles accumulent davantage d’AGTLC chez les patients 

X-ALD (Weber, Wiesinger et al. 2014). La différence phénotypique notable entre les 

macrophages péritonéaux déficients en ABCD1 et les macrophages péritonéaux double 

déficients en ABCD1 et ABCD2 suggère un rôle non-négligeable de la fonction redondante 

d’ABCD2 dans ces cellules (Muneer, Wiesinger et al. 2014). L’absence d’expression 

d’ABCD2 dans les monocytes humains expliquerait alors le phénotype sévère de ces cellules 

dans l’X-ALD. 

 Dans l’AMN, les monocytes présentent un profil transcriptomique associé à un état 

pré-activé et une réponse inflammatoire anormale. Après différenciation en macrophages et 

en présence de débris myéliniques in vitro, ces cellules perdent leur capacité à promouvoir 

une réponse anti-inflammatoire nécessaire à la réparation tissulaire. Les monocytes présentent 
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aussi une réponse chimioattractive altérée, fortement susceptible d’être en cause dans 

l’infiltration de ces cellules immunitaires au niveau des lésions de la CALD et en lien avec 

l’atteinte de la BHE (Weinhofer, Zierfuss et al. 2018).  

 Au sein du SNC, la présence de cellules microgliales chargées en lipides dans les 

lésions de la substance blanche de la CALD, suggère un impact important du défaut 

métabolique dans ces cellules. Les cellules microgliales semblent particulièrement sensibles 

aux fractions de lysophosphatidylcholine (LPC) riches en AGTLC. Chez la souris, une 

injection intracérébrale de LPC-C24:0), contrairement à une injection de LPC-C16:0, 

provoque une importante microgliose réactive ainsi qu’une réponse pro-apoptotique de ces 

cellules. Dans la CALD, une forte réponse apoptotique des cellules microgliales a pu être 

observée au sein de la substance blanche péri-lésionnelle provoquant une importante déplétion 

en cellules microgliales dans ces zones. Cette réponse représenterait un événement précoce de 

la pathologie, précédant l’évolution des lésions démyélinisantes (Eichler, Ren et al. 2008). 

Cette même équipe a pu mettre en évidence une dérégulation de la fonction de phagocytose 

des cellules microgliales associée à une augmentation d’expression de TREM2 et MFGE8 

dans la moelle épinière de patients AMN, en l’absence de réponse inflammatoire. L’ajout de 

LPC-C26:0 sur des cellules microgliales déficientes en ABCD1 in vitro provoque cette même 

réponse, promouvant une activité de phagocytose délétère (Gong, Sasidharan et al. 2017).  

VI. Thérapies et pistes thérapeutiques 

VI.1. L’huile de Lorenzo et les thérapies nutritionnelles 

 Du fait du rôle présumé de l’accumulation d’AGTLC dans le développement de la 

pathologie, plusieurs tentatives de thérapie nutritionnelle ont vu le jour. Une partie des 

AGTLC présente une origine exogène, cependant, une restriction alimentaire en AGLTC ne 

semble pas suffisante pour affecter le taux plasmatique La synthèse endogène des AGTLC 

semble donc contribuer de façon majeure à la masse totale des AGTLC. En 1986, Augusto 

Odone, avec l’aide du laboratoire du professeur Moser, met au point une thérapie pour son fils 

Lorenzo atteint de CALD. L’huile de Lorenzo développée correspond à un mélange de 

triglycérides formé d’acide oléique (C18:1) et d’acide érucique (C22:1) avec une proportion 

de 4:1. Ce mélange contribue à normaliser les taux plasmatiques de C24:0 et C26:0 (Moser, 

Borel et al. 1987). Cet effet est au moins en partie attribuable à l’effet inhibiteur de l’acide 

oléique et érucique sur l’élongase ELOVL1 (Sassa, Wakashima et al. 2014). Cependant, 



54 

 

l’efficacité de ce traitement dans l’X-ALD est encore débattue et bien que le traitement 

semble réduire le risque d’apparition d’anomalies par IRM (Moser, Raymond et al. 2005), il 

ne semble pas affecter la progression des atteintes neurologiques (Aubourg, Adamsbaum et al. 

1993).  

VI.2. La greffe de cellules souches hématopoïétiques et la thérapie génique 

 En 1984, un premier essai de thérapie par greffe allogénique de cellules souches 

hématopoïétiques est entrepris sur un garçon de 13 ans atteint de CALD mais les bénéfices de 

cette thérapie sont contrebalancés par les risques associés à la greffe et l’essai s’avère 

infructueux (Moser, Tutschka et al. 1984). Six ans plus tard, la même intervention chez un 

patient à un stade précoce de la maladie montre des résultats bien plus encourageants puisque 

18 mois après la greffe, les lésions de la substance blanche observées par IRM ont disparu 

(Aubourg, Blanche et al. 1990). Suite à l’action d’une chimiothérapie myéloablative suivie 

d’une greffe allogénique de cellules souches hématopoïétiques, les effets bénéfiques sont 

vraisemblablement attribuables à un remplacement partiel de la microglie et des macrophages 

péri-vasculaires : jusqu'à 25% des cellules dans ces populations proviendrait alors du donneur, 

rétablissant une fonction métabolique normale dans ces cellules (Priller, Flügel et al. 2001, 

Asheuer, Pflumio et al. 2004). 

 Afin de limiter les principales complications (compatibilité entre donneur et receveur 

et risques de maladie du greffon contre l’hôte) et l’importante mortalité (35%) associées aux 

greffes allogéniques, des essais de thérapie génique sur cellules souches autologues ont été 

réalisés. Cette thérapie implique un transfert de l’ADN codant pour ABCD1 dans les cellules 

souches autologues (CD34 positives) par vecteur lentiviral (HIV-1 modifié) ex vivo avant que 

les cellules soient transplantées. Deux ans après la greffe, 9 à 14% des leucocytes expriment 

le transporteur ABCD1. La thérapie génique présente des bénéfices neurologiques 

comparables à ceux de la greffe allogénique et apparaît alors comme une avancée majeure 

(Cartier, Hacein-Bey-Abina et al. 2009). Les greffes de cellules souches hématopoïétiques 

représentent aujourd’hui les seules thérapies efficaces dans la CALD. La récente étude 

clinique STARBEAM suggère que la thérapie génique serait l’option thérapeutique la plus 

sûre, les vecteurs lentiviraux présentant un risque réduit de mutagénèse (Eichler, Duncan et al. 

2017). Toutefois, bien que prévenant l’atteinte neuro-inflammatoire associée à la CALD, ces 

thérapies ne semblent pas prévenir le développement de la myélopathie à l’âge adulte (van 

Geel, Poll-The et al. 2015). 



55 

 

VI.3. Thérapies pharmacologiques de l’X-ALD 

L’existence d’une redondance fonctionnelle entre les transporteurs ABCD1 et ABCD2 génère 

des perspectives d’intervention pharmacologique intéressantes. Chez l’Homme, le faible 

niveau d’expression d’ABCD2 dans plusieurs types cellulaires comme les macrophages ou les 

cellules endothéliales supporte le fort potentiel de cette piste thérapeutique.  

Le 4-phénylbutyrate est l’une des premières molécules pour laquelle il a pu être démontré une 

capacité à induire l’expression d’ABCD2 et ABCD3, à améliorer l’activité de β-oxydation 

peroxysomale et à diminuer les niveaux tissulaires d’AGTLC in vivo (Kemp, Wei et al. 1998). 

Son activité semble associée à une prolifération peroxysomale ; l’induction transcriptionnelle 

d’ABCD2 serait indépendante de PPARα et en lien avec une inhibition d’activités histone 

désacétylase (Gondcaille, Depreter et al. 2005). La rapide dégradation de cette molécule in 

vivo rend son utilisation illusoire dans le contexte de l’X-ALD. L’acide valproïque, en plus de 

posséder des propriétés anti-oxydantes, présenterait un mécanisme d’action similaire 

(Fourcade, Ruiz et al. 2010). Toutefois, son utilisation chez l’Homme est à l’origine d’effets 

secondaires considérables, dont une importante toxicité hépatique, limitant les bénéfices 

thérapeutiques potentiels dans l’X-ALD (Chang and Abbott 2006). 

 D’autre part, le fénofibrate et les molécules assimilées présentant une activité 

prolifératrice de peroxysome dépendante de PPARα montrent également une capacité à 

induire l’expression d’ABCD2, hélas seulement au niveau hépatique (Fourcade, Savary et al. 

2001). Aucun élément de réponse fonctionnel (appelé PPRE) n’a pu être mis en évidence au 

sein de la séquence promotrice d’ABCD2 suggérant un effet indirect de PPARα, 

potentiellement via le « sterol regulatory element binding protein 2 » (SREBP2) (Fourcade, 

Savary et al. 2001, Rampler, Weinhofer et al. 2003). Etonnamment, le bézafibrate présenterait 

également la capacité de limiter l’accumulation d’AGTLC in vitro mais indépendamment 

d’une activation de PPAR, via une inhibition de l’activité des élongases (Engelen, 

Schackmann et al. 2012). Son potentiel thérapeutique in vivo semble cependant limité 

(Engelen, Tran et al. 2012). 

 Un élément de réponse conservé capable de fixer le récepteur à la triiodothyronine en 

association avec le récepteur X des rétinoïdes (RXR) (TRE, « thyroid hormone response 

element ») a pu être identifié au niveau de ce promoteur (Fourcade, Savary et al. 2003). Si un 

traitement avec des hormones thyroïdiennes est inenvisageable pour les patients, il a été 

démontré que des agents thyromimétiques, a priori dénués d’effets secondaires de type 

cardiovasculaire, ont la capacité de traverser la BHE, d’induire l’expression d’ABCD2 au 
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niveau cérébral et de diminuer les taux plasmatique et tissulaire d’AGTLC ce qui pourrait 

laisser envisager des essais cliniques (Genin, Gondcaille et al. 2009, Hartley, Kirkemo et al. 

2017). En parallèle, l’acide rétinoïque agit comme agoniste du RXR, induisant l’expression 

d’ABCD2 par le biais de SREBP, alors que les agonistes du récepteur nucléaire aux oxystérols 

(« liver X receptor » - LXR) produisent l’effet inverse (Weinhofer, Kunze et al. 2005). Le 

motif TRE est également un site de fixation pour LXR. Si l’activation de LXR réprime 

l’expression d’Abcd2, des antagonistes de LXR pourraient présenter un intérêt thérapeutique 

puisqu’ils permettent d’induire l’expression d’ABCD2 in vitro (Gondcaille, Genin et al. 

2014). 

 Par ailleurs, in vivo, l’injection de déhydroépiandrostérone, dont les taux sont très 

faibles dans la maladie d’Addison, induit une expression hépatique d’Abcd2 et Abcd3 

(Gueugnon, Lambert et al. 2003, Gueugnon, Gondcaille et al. 2007). L’absence d’un effet 

bénéfique au niveau cérébral n’a cependant pas permis à cette molécule d’être évaluée lors 

d’essai clinique. 

 Du fait des dérégulations du métabolisme du cholestérol observées chez la souris 

déficiente en ABCD1, des molécules hypolipémiantes, bloquant la voie de synthèse du 

cholestérol, ont été testées in vitro et in vivo, parmi lesquelles la lovastatine (Singh, Khan et 

al. 1998, Yamada, Shinnoh et al. 2000, Khan, Singh et al. 2008). Cependant, un essai clinique 

réalisé chez 14 patients a conclu à un effet non spécifique de la lovastatine sur les AGTLC et 

à l’absence d’intérêt thérapeutique (Engelen, Ofman et al. 2010). En outre, la déplétion en 

cholestérol doit permettre de moduler favorablement l’expression d’ABCD2 via SREBP 

(Weinhofer, Forss-Petter et al. 2002). Etonnamment, un traitement hypolipémiant par la 

simvastatine exacerbe davantage l’accumulation d’AGTLC au sein du SNC des souris 

déficientes en ABCD1 (Cartier, Guidoux et al. 2000). 

 Outre la piste d’induction de l’expression d’ABCD2, plusieurs molécules ont été 

testées in vitro ou in vivo dans une stratégie d’amélioration de la fonction mitochondriale et 

dans le but de limiter la réponse inflammatoire dans l’X-ALD. Elles incluent des activateurs 

d’AMPK comme la metformine (Singh, Olle et al. 2016), des activateurs de PPARγ comme la 

pioglitazone (Morato, Galino et al. 2013), les activateurs du « nuclear factor erythroid 2-like 

2 » (NRF2) comme le diméthylfumarate (Ranea-Robles, Launay et al. 2018) ou encore des 

molécules anti-oxydantes, comme la cyclophiline D (Lopez-Erauskin, Fourcade et al. 2011), 

qui présentent des propriétés cytoprotectrices in vitro et in vivo. Peu de ces molécules ont 

toutefois pu démontrer leur efficacité au cours d’essais cliniques. 
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 Des thérapies immuno-modulatrices ou immuno-suppressives, dont l’injection 

intraveineuse d’immunoglobulines ou d’interféron-β, ont également été testées sans 

démontrer d’effets concluants (Cappa, Bertini et al. 1994, Korenke, Christen et al. 1997). 

L’échec de ces thérapies, malgré la nature inflammatoire des lésions démyélinisantes dans la 

CALD, met en évidence des différences physiopathologiques importantes entre l’X-ALD et 

d’autres maladies démyélinisantes comme la sclérose en plaque. 

VII. Modèles expérimentaux de l’X-ALD 

VII.1. Modèles animaux de l’X-ALD 

 Des modèles de souris déficientes en ABCD1 ont été développés par 3 équipes en 

parallèle (Forss-Petter, Werner et al. 1997, Kobayashi, Shinnoh et al. 1997, Lu, Lawler et al. 

1997). Ces souris présentent une β-oxydation peroxysomale diminuée et des accumulations 

d’AGTLC dans plusieurs tissus dont le cortex surrénal et le SNC. Bien que des anomalies 

lipidiques semblables à celles mesurées chez l’Homme aient pu être observées, la souris 

déficiente en ABCD1 ne présente aucun symptôme neurologique avant un âge avancé 

d’environ 15 mois. Le phénotype à cet âge comprend alors une axonopathie et des 

caractéristiques assimilables à celles de l’AMN (Pujol, Hindelang et al. 2002). Bien que ce 

modèle permette d’explorer les hypothèses physiopathologiques de l’AMN, aucune lésion 

cérébrale ou atteinte démyélinisante inflammatoire n’est observable dans ce modèle. 

 La surexpression du gène Abcd2 dans ce modèle permet de corriger partiellement 

l’accumulation d’AGTLC, validant le concept de redondance fonctionnelle in vivo. En 

revanche, l’inactivation combinée d’Abcd1 et Abcd2 chez la souris, même si elle est 

responsable d’une plus forte accumulation d’AGTLC, ne permet pas d’imiter un phénotype 

significativement plus sévère ou une atteinte cérébrale démyélinisante (Pujol, Ferrer et al. 

2004). L’impact de l’accumulation d’AGTLC sur la formation et la maintenance de la 

myéline n’est ainsi pas mesurable chez la souris. L’expression transduite d’ELOVL1 chez la 

souris déficiente en ABCD1 entraîne une accumulation considérable d’AGTLC mais ne 

semble pas altérer la manifestation du phénotype au niveau du SNC (van de Beek, Dijkstra et 

al. 2016). 

 Outre les modèles murins, d’autres modèles animaux ont pu être générés plus 

récemment. Plusieurs modèles de maladies peroxysomales ont pu être générés chez la mouche 

Drosophila melanogaster. La déficience en activateurs d’AGTLC, bubblegum et double 
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bubble, dans ce modèle est responsable d’une accumulation d’AGTLC mais il semble qu’un 

défaut de métabolisme peroxysomal, davantage que l’accumulation d’AGTLC, soit 

responsable du phénotype neurodégénératif observé (Gordon, Valdez et al. 2018). Chez le 

poisson zèbre (Danio rerio), le transporteur ABCD1 présente 70% d’identité de séquence 

avec le transporteur humain et l’inactivation génique est responsable d’anomalies 

hypomyélinisantes et d’une mortalité précoce (Strachan, Stevenson et al. 2017). De manière 

anecdotique, une mutation du gène ABCD1 a pu être décrite chez un chimpanzé âgé de 11 ans 

présentant à l’IRM des lésions de la substance blanche et une atteinte ressemblant à celle de la 

CALD ainsi qu’une accumulation plasmatique d’AGTLC (Curiel, Steinberg et al. 2017). 

VII.2. Modèles cellulaires de l’X-ALD 

 Les cellules sanguines mononuclées de patients X-ALD ont fait l’objet de plusieurs 

études concernant leur atteinte métabolique dans l’X-ALD (Weber, Wiesinger et al. 2014). 

Cependant, la faible disponibilité de ces échantillons et une plus faible reproductibilité limite 

ce type d’études. Les fibroblastes issus de biopsies cutanées de patient X-ALD représentent le 

modèle principal ayant permis l’étude de l’implication d’ABCD1 dans le transport d’AGTLC. 

Les génotypes de ces cellules et leur association aux différents phénotypes de l’X-ALD sont 

d’un grand intérêt pour l’exploration de potentiels gènes modificateurs de la pathologie. 

Toutefois, d’importantes limitations existent du fait des différences métaboliques et des 

spécificités tissulaires liées à ces cellules fibroblastiques. En effet, leur métabolisme 

peroxysomal est grandement limité et leur phénotype est assez peu pertinent dans le contexte 

des lésions cérébrales de l’X-ALD. Le développement de cellules souches pluripotentes 

induites (iPSC) permet aujourd’hui de nouvelles opportunités. Ainsi, des cellules astrocytaires 

et oligodendrocytaires ont pu être générées à partir de fibroblastes de patients CALD et AMN 

et présentent des accumulations d’AGTLC corrélées avec l’expression d’ELOVL1 ainsi 

qu’une prédisposition à l’expression d’une réponse pro-inflammatoire (Jang, Kang et al. 2011, 

Baarine, Khan et al. 2015). Curieusement, les iPSC dérivées à partir de fibroblastes de 

patients X-ALD présentent des différences d’expression génique relatives à des anomalies de 

prolifération peroxysomale ou de réponse neuro-inflammatoire mais ne présentent pas 

d’accumulation d’AGTLC saturés (Wang, Yik et al. 2012). En 2016, Muffat et ses 

collaborateurs décrivent un protocole permettant la dérivation d’iPSC de patient X-ALD en 

cellules microgliales, modèle qui devrait alors apporter des informations pertinentes sur la 

physiopathogenèse de l’X-ALD (Muffat, Li et al. 2016). 
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 En parallèle des travaux menés sur des cellules humaines ou murines, de nombreux 

travaux réalisés chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont largement contribué à la 

compréhension des mécanismes de transport peroxysomaux. Ces modèles, s’ils restent peu 

pertinents vis-à-vis de la physiopathologie, sont d’un grand intérêt pour l’étude des substrats 

des transporteurs peroxysomaux (van Roermund, Ijlst et al. 2012).  
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OBJECTIFS ET STRATEGIE 

 De nombreuses zones d’ombre subsistent concernant la pathogénèse de L’X-ALD, 

leucodystrophie et maladie peroxysomale la plus fréquente. Malgré des progrès remarquables 

tels que le dépistage néonatal récemment mis en place dans plusieurs pays, les options 

thérapeutiques disponibles restent encore très limitées. L’essor de la thérapie génique soulève 

un espoir considérable pour les patients CALD mais implique également d’importantes 

contraintes scientifiques, réglementaires et financières. L’absence de modèles expérimentaux 

pertinents est l’un des principaux freins à la compréhension des mécanismes pathologiques et 

au développement de thérapies. Loin d’imiter les atteintes démyélinisantes neuro-

inflammatoires de la CALD, le phénotype modéré observé dans les modèles de souris 

déficientes en ABCD1 et/ou ABCD2 s’est révélé relativement décevant et justifie la nécessité 

de développer des alternatives. Sans se substituer aux modèles animaux, les modèles in vitro 

représentent des outils essentiels au cours des études précliniques, en plus de présenter des 

avantages considérables sur le plan économique ou pratique. 

 Le premier objectif de ma thèse a donc été de générer des modèles de cellules 

microgliales BV-2 déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1 et ABCD2 ou déficientes 

en ACOX1. Le choix de la lignée cellulaire, des gènes à muter et de la stratégie 

utilisée (édition génique à l’aide du système CRISPR/Cas9) sont discutés ci-dessous.  

 Le second objectif a visé à valider ces modèles au niveau génomique (caractérisation 

des mutations introduites par PCR et séquençage), protéique (validation de la perte 

d’expression par western blotting) et biochimique (démonstration de l’accumulation 

d’AGTLC).  

 Le troisième objectif s’est concentré sur la caractérisation des conséquences de 

l’inactivation de ces gènes et de l’accumulation d’AGTLC dans ces cellules 

microgliales en lien avec divers aspects métaboliques, cellulaires et fonctionnels et 

ceci dans différentes situations d’activation.  

 L’importante plasticité des macrophages et des cellules microgliales, qui peut 

facilement être mise en évidence lors d’une stimulation par LPS, est fortement dépendante de 

leur métabolisme. Cette étude vise donc à évaluer les effets d’un défaut du métabolisme 

peroxysomal sur cette plasticité. En parallèle de cette réponse au LPS, il parait pertinent de 

tester les effets sur ces cellules de lipides dont l’accumulation a pu être mise en évidence dans 
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l’X-ALD. La culture en présence de C26:0 doit permettre d’amplifier l’accumulation des 

AGTLC dans les cellules et faciliter l’observation de sa toxicité présumée. Plus récemment, 

l’accumulation de 25HC dans la microglie a été identifié comme un acteur majeur de la 

réponse inflammatoire dans l’X-ALD (Jang, Park et al. 2016). Une analyse des profils 

d’expression par séquençage du transcriptome entier de ces modèles cellulaires doit permettre 

de répondre en grande partie à cette question. En lien avec ces changements de plasticité, les 

cellules microgliales de patient X-ALD semblent présenter des fonctions de phagocytose et de 

présentation antigénique altérées. Conséquence d’un défaut de métabolisme peroxysomal, 

plusieurs classes de lipides cytotoxiques sont susceptibles de s’accumuler dans les membranes 

cellulaires modifiant leur organisation et leur fluidité. Dans cette hypothèse, de telles 

modifications pourraient engendrer d’important changement en terme de transduction du 

signal ou même des mécanismes d’endocytose. Pour répondre à ces questions, cette étude a 

bénéficié de l’expertise du Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy (CIML), par le biais 

d’une collaboration avec le Dr Yannick Hamon, à laquelle j’ai pu activement prendre part au 

cours du dernier trimestre 2017. Ces travaux ont pu être réalisés dans le cadre d’un projet 

intitulé « Organisation membranaire et signalisation cellulaire dans des modèles cellulaires 

microgliaux de maladies démyelinisantes », et grâce au financement de la Fondation pour 

l’aide à la recherche sur la sclérose en plaque (ARSEP).  

 De façon plus générale, ces travaux s’attacheront à décrire dans quelle mesure les 

fonctions métaboliques assurées par le peroxysome sont essentielles aux fonctions 

d’un phagocyte spécialisé et au maintien d’une réponse immunitaire adaptée au sein 

du SNC. En perspective, les différents marqueurs de la pathologie observés dans ces 

cellules pourront servir en vue de l’identification de molécules correctrices. 

 

Pourquoi un modèle de cellules microgliales ? 

 La capacité des greffes de cellules souches hématopoïétiques à enrayer la réponse 

neuro-inflammatoire chez les patients CALD suggère que l’atteinte des cellules myéloïdes 

(seules cellules immunitaires résidentes du SNC) dans l’X-ALD joue un rôle central dans 

l’initiation de cette réponse. Des études complémentaires chez la souris ont permis de 

confirmer que la greffe permettait l’expression d’une protéine ABCD1 fonctionnelle au sein 

d’une fraction de la population microgliale (Cartier, Hacein-Bey-Abina et al. 2009).  
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 En 2008, les travaux du laboratoire de Florian Eichler soutiennent que le défaut 

métabolique dans les cellules microgliales comme point central dans le développement de la 

pathologie, en posant alors la question suivante : L’apoptose des cellules microgliales est-elle 

un événement pathologique précoce dans la CALD ? (Eichler, Ren et al. 2008). Plusieurs 

éléments viennent aujourd’hui conforter l’idée que l’altération de certaines fonctions de ces 

cellules, comme leur capacité de phagocytose, est un événement majeur dans le 

développement de la CALD mais aussi de l’AMN (Gong, Sasidharan et al. 2017). En 

parallèle, les travaux réalisés au sein du laboratoire de Johannes Berger ont fortement permis 

d’identifier des perturbations importantes sur le métabolisme et la plasticité phénotypique des 

cellules myéloïdes en conséquences de l’absence du transporteur ABCD1 (Weber, Wiesinger 

et al. 2014, Weinhofer, Zierfuss et al. 2018). 

Pourquoi une lignée cellulaire murine immortalisée? 

 Différentes approches existent pour permettre de générer des modèles cellulaires 

expérimentaux. Les iPSC représentent ainsi une option pertinente dans ce but mais qui 

connaît encore certaines limites de par les techniques de reprogrammation et de 

différenciation de ces cellules. L’émergence récente d’un outil de génie génétique, associé à 

des séquences du nom de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

(CRISPR) et à l’action de la nucléase CRISPR-associated 9 (Cas9), a ouvert de nouvelles 

possibilités. Les inactivations géniques, jusqu’à alors possibles uniquement au sein de cellules 

souches, sont devenues théoriquement possibles dans tout type cellulaire. Les mutations du 

gène ABCD1 à l’origine de l’X-ALD peuvent ainsi être reproduites dans des lignées 

cellulaires. En comparaison avec les cultures primaires, les lignées cellulaires présentent des 

avantages considérables, notamment en termes de reproductibilité des résultats et de facilité 

d’obtention du matériel biologique. Au démarrage de l’étude en 2014, et encore à ce jour à ma 

connaissance, de très rares lignées de cellules microgliales humaines immortalisées (dont la 

lignée HMO6, sous licence) avaient pu faire l’objet d’une caractérisation. La plupart des 

lignées humaines disponibles dérivées par Sv40 (HMC3, CHME5) n’ont d’ailleurs été 

commercialisées que très récemment. Les caractéristiques primaires et les capacités de 

phagocytose et de sécrétion de cytokines des cellules microgliales BV-2 ont en effet fait 

l’objet de nombreux travaux. De plus, le choix de se tourner vers une lignée murine se 

justifiait par le fait que plusieurs expériences de co-culture étant envisagées dans les 

perspectives de ce projet et seraient possibles et facilitées par l’accessibilité à plusieurs 

lignées ou cultures primaires d’oligodendrocytes ou de lymphocytes T murins. Il était en effet 
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envisagé des expériences de présentation antigénique avec des lymphocytes T murins issus de 

souris transgéniques permettant la reconnaissance d’un peptide ovalbumine ainsi que des 

expériences de co-culture avec la lignée oligodendrocytaire murine 158N sur laquelle se sont 

portés de nombreuses études au sein du laboratoire.  

Pourquoi une inactivation en parallèle du transporteur ABCD2 ou de l’enzyme 

ACOX1 ? 

 En plus d’un modèle de cellules microgliales BV-2 déficient en ABCD1, il a été choisi 

de réaliser en parallèle un modèle cellulaire déficient en ABCD2 ainsi qu’un modèle cellulaire 

doublement déficient en ABCD1 et ABCD2. Par immunohistochimie, la présence de la 

protéine ABCD2 a pu être confirmée au sein des peroxysomes des cellules microgliales BV-2 

(Debbabi, Nury et al. 2017). Du fait de la redondance fonctionnelle, l’activité de ce 

transporteur est fortement suspectée de compenser au moins en partie un défaut en 

transporteur ABCD1. Dans l’X-ALD comme chez la souris déficiente en ABCD1, la sévérité 

du phénotype dans plusieurs tissus semble inversement corrélée au niveau d’expression 

d’ABCD2 (Weber, Wiesinger et al. 2014). Ainsi, le modèle doublement déficient pour ces 

protéines devrait permettre de reproduire un phénotype plus sévère, imitant celui de tissus de 

patients X-ALD présentant un niveau d’expression d’ABCD2 nul ou quasi-nul, comme cela 

semble être le cas dans les cellules myéloïdes. Par ailleurs, bien que ces deux transporteurs 

présentent une similarité de séquence importante, la génération de ces différents modèles a 

pour double intérêt de faciliter l’étude des spécificités de substrat de chacun de ces 

transporteurs. 

 En parallèle de l’inactivation des transporteurs ABCD1 et ABCD2, il nous a semblé 

pertinent de générer un modèle cellulaire déficient en ACOX1, l’enzyme limitante de la β-

oxydation peroxysomale, de façon à pouvoir le comparer aux cellules présentant une simple 

déficience en transport peroxysomal. L’inactivation d’Acox1 dans les cellules BV-2 doit 

permettre d’évaluer l’effet d’un défaut complet de β-oxydation des AGTLC sur la plasticité 

phénotypique de la microglie. Le phénotype de ces cellules devrait vraisemblablement être 

plus sévère que celui de cellules présentant un défaut en transporteur ABCD1 et ABCD2. 
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RESULTATS 

I. Génération et caractérisation des modèles cellulaires déficients en 

ABCD1, ABCD2 ou ACOX1 

I.1. La technique d’édition génique CRISPR-Cas9 et les stratégies 

d’obtention des clones déficients 

 Identifiées chez les bactéries, il y a près de 30 ans, les séquences CRISPR 

correspondent à des séquences palindromiques répétées et entrecoupées de séquences 

étrangères d’origine virale appelées « protospacer ». Ces séquences présentent à leurs 

extrémités un « protospacer adjacent motif » (PAM), permettant leur reconnaissance par une 

protéine Cas. Plusieurs systèmes CRISPR-Cas ont pu être décrits chez la bactérie et ils 

s’apparentent en fait à des systèmes d’immunité adaptative anti-virale. Le locus CRISPR, une 

fois transcrit, permet la production d’ARN CRISPR (« crRNA ») complexés aux « trans-

activating crRNA » (« tracrRNA ») et à la nucléase Cas9, reconnaissant et clivant l’ADN de 

bactériophage. Le système CRISPR-Cas9 ouvre aujourd’hui le champ à de nombreuses 

applications de biotechnologie et apparaît aujourd’hui comme un outil d’édition du génome à 

très grand potentiel.  

 Expérimentalement, dans les cellules eucaryotes, les « crRNA » et « tracrRNA » sont 

remplacés par un ARN guide. Reconnu par l’endonucléase Cas9, il permet une hybridation 

spécifique au locus ciblé et un clivage de l’ADN double-brin. Ce clivage va permettre, en 

présence d’une séquence homologue d’ADN, une réparation par recombinaison homologue 

(RH). La réparation par RH a pour intérêt de permettre l’insertion spécifique d’un gène de 

résistance aux antibiotiques ou d’un gène codant des marqueurs de sélection, facilitant la 

sélection de ces événements. En l’absence de séquence homologue, ce clivage peut entraîner 

une réparation qui consiste en une jonction d’extrémités non homologues (JENH ou NHEJ) le 

plus souvent imparfaite et qui est fréquemment à l’origine d’insertion ou de délétion de 

quelques paires de bases (Indel), entraînant ainsi l’inactivation génique (Figure 7). La 

fréquence d’apparition des événements de JENH ou de RH dépend du cycle cellulaire mais 

les événements de JENH sont généralement plus fréquents dans la plupart des types 

cellulaires (Maruyama, Dougan et al. 2015). 
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Figure 7 : Inactivation génique par CRISPR-Cas9. 

L’ARN guide reconnu grâce à la séquence PAM (en rouge) par l’endonucléase Cas9 permet une 

reconnaissance spécifique de la séquence génomique ciblée (exon 1 de nos gènes d’intérêt). La 

coupure de l’ADN double brin résultante peut alors être réparée par la cellule par RH (1) ou par 

JENH (2). 

 Pour inactiver nos gènes d’intérêt, les cellules sont transfectées avec un plasmide 

permettant l’expression d’un ARN guide et de l’endonucléase Cas9 (plasmide CRISPR). Pour 

chacun des gènes Abcd1, Abcd2 et Acox1, l’efficacité de coupure de 2 ARN guide différents, 

ciblant l’exon 1 de chaque gène, a pu être testée. Pour nous assurer une efficacité et une 

spécificité optimales, les designs des ARN guide et des plasmides ont été effectués par 

GeneCopoeia, Inc/tebu-bio, France. En parallèle, nous avons pu obtenir auprès du même 

fournisseur un plasmide donneur présentant des séquences homologues flanquant le site de 

coupure et facilitant la recombinaison homologue pour chacun des gènes Abcd1, Abcd2 et 

Acox1. Ces plasmides agissent comme matrice donneuse et permettent l’insertion d’un gène 

de résistance antibiotique (résistance à la puromycine ou à la néomycine) et d’une séquence 

codant pour une protéine fluorescente (copGFP) aux sites de coupure afin de faciliter la 

sélection des événements de RH. Ces plasmides comportent également des séquences 

thymidine kinase à l’extérieur de la séquence insérée, empêchant toute intégration aléatoire du 

plasmide après une sélection par ganciclovir. Enfin, pour limiter l’impact des recombinaisons 
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sur les clones, les cassettes de sélection présentent l’avantage d’être « floxées » (flanquées de 

site LoxP) et une recombinaison Cre permet alors d’éliminer ces cassettes. 

 

Deux stratégies reposant sur les mécanismes de réparation par RH (Acox1) ou par 

JEHM (Abcd1 et Abcd2) ont été utilisées afin d’obtenir des clones déficients. Après 

électroporation (Amaxa Nucleofector, Lonza) des cellules BV-2 en présence d’un plasmide 

CRISPR ciblant l’exon 1 du gène Acox1 et d’un plasmide donneur pour permettre une 

recombinaison homologue au site de coupure, une double sélection antibiotique et un tri des 

cellules fluorescentes par cytométrie en flux sont réalisés (Figure 8). L’obtention de clones 

cellulaires déficients en ACOX1 est confirmé après criblage PCR, séquençage Sanger et 

Western Blot. Ce protocole est détaillé dans l’article « A microglial cell model for acyl-CoA 

oxidase 1 deficiency » (page 2-3) (Raas, Saih et al. 2018). Toutefois cette méthodologie 

reposant sur la sélection antibiotique présente l’inconvénient de limiter fortement 

l’hétérogénéité entre les clones sélectionnés, le tri cellulaire et le clonage ayant lieu après 14 

jours de sélection aux antibiotiques, les cellules ont pu se multiplier dans cet intervalle de 

temps. Une seconde stratégie simplifiée et basée sur une sélection précoce des clones en 

l’absence de recombinaison homologue a ainsi été développée. En effet, même en l’absence 

de plasmide donneur, les événements de JEHM sont suffisants pour induire une inactivation 

génique sans nécessiter d’intégration. Le plasmide CRISPR présente l’avantage de permettre 

l’expression de la protéine fluorescente mCherry et facilite la sélection fluorescente par 

cytométrie en flux des cellules transfectées (Figure 8). Cette méthodologie a été employée 

afin d’obtenir les clones déficients en ABCD1 et ABCD2 présentés dans l’article « ABCD1 

and ABCD2 deficient microglial cell model ». 
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Figure 8 : Protocoles de sélection des clones inactivés. 

La première stratégie reposant sur la recombinaison homologue en présence d’un plasmide donneur 

permet de sélectionner des clones inactivés après sélection antibiotique et tri cellulaire par cytométrie 

en flux (FACS) (1). La seconde stratégie ne dépend que d’une sélection fluorescente par FACS (2). 

Après plusieurs jours de culture et amplification, les clones sélectionnés quel que soit la stratégie sont 

criblés par PCR, séquençage et Western Blot. 
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 Les deux articles qui suivent présentent la méthodologie employée pour générer ces 

modèles ainsi que les premières étapes de leurs caractérisations. Le choix a été fait de 

présenter séparément les résultats concernant le modèles cellulaires déficients en ACOX1 et 

les modèles déficients en transporteurs ABC peroxysomaux au sein de deux articles. Le 

premier article a pu être publié dans le journal BBA « Molecular and Cell Biology of Lipids » 

(DOI :10.1016/j.bbalip.2018.10.005) et le second vient d’être soumis au même journal 

(Manuscript Number : BBALIP-18-280). En effet, en plus des différences de méthodologie 

d’obtention, les modèles cellulaires déficients en ACOX1 et les modèles déficients en 

ABCD1 et ABCD2 sont fortement susceptibles d’avoir des applications distinctes. 

 

I.2. A microglial cell model for acyl-CoA oxidase 1 deficiency 

 Cet article présente la méthodologie d’obtention d’un modèle cellulaire de la 

déficience en ACOX1, la validation de la mutation bi-allèlique conduisant à l’absence de la 

protéine et de son activité enzymatique. Ces cellules présentent également une activité 

catalase accrue signalant une perte de l’homéostasie redox. Les analyses ultra-structurales de 

ce modèle mettent en évidence une augmentation du nombre de mitochondries et de 

peroxysomes. Des changements des contenus en lipides neutres ont pu être observés et sont 

probablement associés à l’accumulation d’AGTLC saturés et mono-insaturés dans ces 

cellules. Enfin, les mesures d’expression des gènes Il1β, Il6 et Trem2 réalisées indiquent une 

modification de la plasticité microgliale résultant de la déficience en ACOX1. 
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I.3. CRISPR/Cas9-mediated knockout of Abcd1 and Abcd2 genes in BV-2 cells: 

novel microglial models for X-linked Adrenoleukodystrophy 

 Cet article présente la seconde stratégie d’édition génique par CRISPR-Cas9 et l’obtention 

de 3 clones simple ou double déficient pour ABCD1 et ABCD2. Comme suspecté, seule l’absence 

combinée des 2 transporteurs se traduit par une accumulation d’AGTLC. Les analyses ultra-

structurales mettent en évidence des inclusions lipidiques ressemblant à celles observées dans les 

macrophages des lésions cérébrales de patients X-ALD. Ces observations sont certainement 

imputables aux accumulations de lipides neutres et de cholestérol mesurées dans ces cellules. La 

surexpression des gènes Trem2 et Mrc1 dans ces cellules suggère une altération de la réponse 

immunitaire. Les niveaux d’expression de plusieurs gènes suspectés d’être modificateurs (Acsbg1, 

Elovl7, Cd1d1) sont également modifiés dans ces cellules mettant en évidence l’intérêt d’étudier ces 

gènes dans l’X-ALD et le potentiel des modèles cellulaires pour la découverte de nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

 

 Article soumis et mis en forme de façon provisoire 
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ABSTRACT 
 

 
X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD), the most frequent peroxisomal disorder, is 

associated with mutation in the ABCD1 gene which encodes a peroxisomal ATP-binding 

cassette transporter for very long-chain fatty acids (VLCFA). The biochemical hallmark of 
the disease is the accumulation of VLCFA. Peroxisomal defect in microglia being now 

considered a priming event in the pathology, we have therefore generated murine microglial 
cells mutated in the Abcd1 gene and its closest homolog, the Abcd2 gene. Using 

CRISPR/Cas9 gene editing strategy, we obtained 3 cell clones with a single or double 

deficiency. As expected, only the combined absence of ABCD1 and ABCD2 proteins 
resulted in the accumulation of VLCFA. Ultrastructural analysis by electron microscopy 

revealed in the double mutant cells the presence of lipid inclusions similar to those observed 

in brain macrophages of patients. These observations are likely related to the increased level 
of cholesterol and the accumulation of neutral lipids that we noticed in mutant cells. A 

preliminary characterization of the impact of peroxisomal defects on the expression of key 

microglial genes such as Trem2 suggests profound changes in microglial functions related to 
inflammation and phagocytosis. The expression levels of presumed modifier genes have also 

been found modified in mutant cells, making these novel cell lines relevant for use as in 

vitro models to better understand the physiopathogenesis of X-ALD and to discover new 
therapeutic targets. 

 

 

1. Introduction 

 
X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a 

neurodegenerative disorder caused by mutations in the 

ABCD1 gene which encodes a peroxisomal ATP 

binding cassette (ABC) transporter [1] 

X-ALD is biochemically characterized by increased 

levels of saturated and monounsaturated straight chain 

very long-chain fatty acids (VLCFA) in brain, adrenal 

glands, and plasma. The disease presents two main 

clinical forms: the severe cerebral inflammatory form 

(cALD) mainly associated with childhood, and a less 

severe and slowly progressive adult form called 

adrenomyeloneuropathy (AMN). No correlation was 

found  between  mutations  in the ABCD1 gene and

 

clinical forms of X-ALD suggesting the existence of 

modifier genes and/or environmental priming events 

related to inflammation. Thus, there is growing interest 

on the role of microglia, the resident immune cells of 

the central nervous system (CNS), in the pathogenesis 

of X-ALD. Constantly surveying their environment, 

these self-renewing and highly dynamic cells play a 

crucial role in the maintenance of the brain 

homeostasis [3]. Microglia responds to a broad range 

of environmental signals and this activation is often 

accompanied by morphologic and metabolic changes. 

Histological studies of X-ALD inflammatory lesions 

have highlighted reactive microgliosis with little 

involvement of lymphocyte infiltrates. Aberrant 

activation of microglia was suggested
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to be a consequence of the VLCFA accumulation with 

microglial cells undergoing apoptosis in the perilesional 

white matter [4]. Hematopoietic stem-cell 

transplantation (with or without gene correction) is 

currently the only effective therapy for cALD [5]. By 

replacing defective microglial cells and restoring their 

metabolic function in the CNS, non-mutant myeloid 

cells are thought to alleviate the neuroinflammatory 

response. More recently, microglia has been shown to 

contribute to the non-inflammatory lesion in the spinal 

cord of X-ALD patient, in link with a dysregulation of 

their phagocytosis function [6]. Microglia is therefore 
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considered today as a central actor in both cALD and 

AMN. 

Although evidence of the VLCFA accumulation 

acting as the inflammatory trigger is lacking, a higher 

VLCFA level has been measured in reactive cells in the 

lesion areas of cALD brain [7]. The exact link between 

VLCFA accumulation, demyelination, oxidative stress 

and inflammation as well as the sequence of events 

leading to the disease are still unclear. The ABCD1 

protein is involved in the import of CoA-esters of 

VLCFA into the peroxisome, the unique site of their β-

oxidation. The ABCD2 gene encodes a peroxisomal 

half-ABC transporter which is the closest homologue of 

ABCD1 in mammals [8]. ABCD1 and ABCD2 proteins 

displaying overlapping substrate specificity and partial 

functional redundancy, overexpression of ABCD2 has 

therefore been proposed as a therapeutic strategy for the 

treatment of X-ALD [9, 10]. Mice models with Abcd1 

or Abcd2 mutations have been developed to further 

study these ABC transporters and provide a disease 

model [11-15]. The Abcd1-deficient mice appear 

clinically normal up to 6 months and start manifesting 

abnormal neurological symptoms after 15 months but 

do not display demyelinating features of cALD [11]. 

The Abcd2-deficient mice develop a late-onset 

cerebellar and sensory ataxia, with loss of cerebellar 

Purkinje cells and dorsal root ganglia cell degeneration 

[12]. As expected, the Abcd1/Abcd2 double knockout 

mice demonstrated an accelerated and more severe 

neurological phenotype [9]. This increased severity in 

the double mutant was also confirmed from a metabolic 

point of view in mouse macrophages [16].  

In addition to these animal models, the development 

of novel cell models of brain origin is definitely needed 

to better understand the link between metabolic defects 

and neurodegenerative processes in X-ALD. From the 

BV-2 immortalized cell line, which was established in 

1990 [17] and which is recognized as a good alternative 

to primary microglial cells [18], we recently generated a 

microglial cell line with Acox1 deficiency (Acox1 

encodes the first and rate-limiting enzyme of 

peroxisomal β-oxidation) using CRISPR/Cas9 gene 

editing strategy [19]. The preliminary characterization 

of this mutant cell line has demonstrated its potential to 

facilitate the study of peroxisomal dysfunctions. BV-2 

cells expressing both ABCD1 and ABCD2 proteins 

[20], the objective of the present study was to generate 

new BV-2-derived cell lines with single or double 

mutation in the Abcd1 and Abcd2 genes. Our strategy 

was based on the selection of non-homologous end-

joining (NHEJ) repair events resulting in frameshift 

mutations following CRISPR/Cas9-mediated double 

strand DNA break [21]. Here, we present the 

establishment and the validation of 3 mutant cell clones 

(i.e. Abcd1- Abcd2- and Abcd1/Abcd2-deficient BV-2 

cell clones) and their initial characterization focusing on 

cell growth, cell morphology and ultrastructure, and 

lipid content. Expression levels of key microglial genes 

and of genes suspected to be modifier genes in X-ALD 

were also analyzed. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Plasmids 

 

Custom synthesized plasmids used for genome 

editing were obtained from GeneCopoeia, Inc/tebu-bio 

(France). The all-in-one plasmids allow the co-

expression of Cas9 nuclease, a mCherry fluorescent 

reporter, and one sgRNA targeting either the first 

exon of Abcd1 (Catalog No: MCP226534-CG01-2-B-b; 

target sequence: 5’-GTCAGACACTGCCGTACTAG-

3’) or Abcd2 (MCP230736-CG01-2-B-b; target 

sequence:  

5’-GCTGCATTTAGTCCCGGCGC-3’). The 

specificity of CRISPR/Cas9 editing mainly depends on 

the sgRNA sequence and on the presence of 

protospacer adjacent motif located next to the target 

sequence. To avoid non-specific mutations, we paid 

attention to the design of the all-in-one CRISPR 

plasmid and relied on the expertise of our plasmid 

supplier. The sgRNA sequences were chosen to exhibit 

the highest quality score by inverse likelihood of off-

target binding based on the CRISPR design tool 

developed by Zhang Lab, MIT 2017 

(http://crispr.mit.edu/).  

 

2.2. Cell culture, transfection, clonal selection, and 

proliferation assay 

 

Murine microglial cells (BV-2) from female 

C57BL/6J mice purchased from Banca-Biologica e Cell 

Factory (catalog no. ATL03001) were cultured in 

DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS 

and 1% penicillin/streptomycin (Dutscher). Cultures 

were maintained at 37°C in a humidified atmosphere 

containing 5% CO2.  

BV-2 cells (2 10
6
, ~70% confluence) were 

transfected with 2 µg all-in-one plasmid using Amaxa 

Cell Line Nucleofector Kit T (Lonza) and program  

A-023. Twenty-four hours after transfection, adherent 

cells were gently detached using trypsin/EDTA, sorted 

by flow cytometry based on high expression of 

mCherry, and then seeded as single cells in a 96-well 

plate. Cells were allowed to grow for 10-14 days before 

genomic DNA extraction and genotyping. Between 5 

and 20% of cells demonstrated survival and clonal 

amplification. Double-knockout cells were obtained 

after transfection of the selected Abcd1-deficient cell 

clone with the Abcd2 all-in-one plasmid and selection 

with the same strategy.  

For growth comparison, WT and mutant BV-2 cells 

were seeded in 24-well plates (2 10
4
 cells/well) and 

cultivated for 24, 48, 72 or 96 h. The cells being semi-

adherent, the medium was not replaced during growth 

to avoid cell loss. Viability was evaluated with trypan 

blue (0.025% final concentration). Living cells were 

counted using a hemocytometer. The average number 

of cells was obtained from triplicate of 3 independent 

experiments.  

 

2.3. Molecular analysis (Genomic DNA purification, 

Indel detection, PCR) 

 

http://crispr.mit.edu/)
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Genomic DNA was extracted from selected clones 

or cellular pools with the NucleoSpin Tissue Kit 

(Macherey-Nagel). In order to assess CRISPR/Cas9 

efficiency, detection of indels was first performed on a 

pool of transfected cells with T7 endonuclease assay 

(GeneCopoeia) from PCR products obtained with the 

following primers for Abcd1 locus (F: 5’-

GGGCACCCCTAACTCGGACTC-3’, R: 5’-

GAAAGTGGCAGGAAGGGCGAT-3’), and Abcd2 

locus (F: 5’-TTCAAAGGGAAGAGGCCAGGAGT-3’, 

R: 5’-TCCGAGGCTTCTTTTCCACGATG-3’). After 

cell sorting, individual screening using PCR with 

GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega) was 

performed with the following primer pairs: Abcd1 (F: 

5’-GGGCACCCCTAACTCGGACTC-3’, R: 5’- 

GGAGTCAGACACTGCCGTACT-3’), Abcd2 (F: 5’-

TTCAAAGGGAAGAGGCCAGGAGT-3’, R: 5’-

AGCTGCATTTAGTCCCGGCG-3’). The 3’ end of 

each reverse primer was localized at the CRISPR/Cas9 

targeted-mutation site. PCR products were visualized 

with ethidium bromide after electrophoresis on a gel 

containing 1.5% agarose and using a Bio-Rad Gel Doc 

XR+ Imager System. NHEJ mediated mutations were 

confirmed by Sanger sequencing (Eurofins Genomics 

Sanger sequencing platform, Germany) of PCR 

products amplified using GoTaq Flexi DNA 

polymerase (Promega) with the primers used for T7 

endonuclease assay.  

 

2.4. Western blotting 

 

Cell lysate preparation and western blotting were 

performed as previously described [19]. Briefly, 

detection of ABCD1 and ABCD2 was done using a 

rabbit polyclonal anti-ABCD1 antibody (1:5000; 

homemade serum 029 raised against the 

EQQLAGIPKMQGRLQELRQILGEAAAPVQPLVPG

VPT, corresponding to amino acids 700-736 of mouse 

ABCD1 [22]), and a rabbit polyclonal  

anti-ABCD2 antibody (1:250; Abcam, ab102948), 

respectively. Actin was revealed using anti-actin 

antibody (dilution 1:10,000; Sigma-Aldrich). Following 

the incubation with the appropriate horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody 

(1:5000; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 

immunoreactivity was revealed by ECL (Santa Cruz 

Biotechnology). The membrane was first probed with 

the anti-ABCD1 or anti-ABCD2 antibody and then 

stripped by incubation for 30 min in stripping buffer 

(62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 100 mM  

β-mercaptoethanol) at 50°C before being probed with 

the anti-actin antibody. Image processing and analysis 

were obtained using a Bio-Rad-Chemidoc XRS system. 

2.5. Optic and electron microscopy 

 

The content of cellular neutral lipids was evaluated 

by staining cells with Oil Red O (Sigma-Aldrich) as 

previously described [19]. Transmission electron 

microscopy was used to visualize WT and mutant BV-2 

cells cultured for 24 h. Cell sample preparation and 

diaminobenzidine-staining to visualize peroxisomes 

were performed as previously described [19]. 

Micrographs corresponding to  

7-12 cells for each genotype, randomly taken from the 

grid, were analyzed by 6 different investigators in blind 

with a particular focus on the number of peroxisomes, 

mitochondria, and lipid vesicles and/or inclusions to 

give a score for each feature. Statistical analysis was 

performed from the analytical scores. Morphometry 

was performed from micrographs using ImageJ 

calculation of areas after manual delineation of 

organelles. The mean area (+/- SD) was expressed in 

µm
2
 and the maximum and minimum sizes were noted.  

 

2.6. Lipid analysis 

 

The cholesterol level and the fatty acid composition 

were obtained by gas chromatography mass 

spectrometry (GC-MS) from cellular homogenates, 

prepared from pellets of 10
7
 cells suspended in water 

(100 µl) and mixed with structural homologous internal 

standards (pentadecanoic and heptadecanoic acid), as 

previously described [19, 23]. Peak integration was 

performed manually. Metabolites were recognized by 

retention time and fragmentation patterns, and 

quantified from total-ion count against internal 

standards using standard curves for the measured fatty 

acids and sterols.  

 

2.7. RTqPCR analysis 

 

Total RNA was isolated from the BV-2 cells using 

the Qiagen RNeasy Mini kit and treated with DNase I. 

After quality and quantity control by 

spectrophotometry, RNA (1 µg) was reverse transcribed 

using the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). The 

synthesized cDNA was used as a template for Real-time 

PCR analysis using the SYBR Green real-time PCR 

technology and a StepOne Plus system (Applied 

Biosystems) as previously described [24].  

Trem2, Acsbg1, Mrc1, Cd1d1, and Elovl7 expression 

was quantified relatively to the expression of the house-

keeping gene 36B4 using the following primers:  

Trem2 (F: 5’-GACCTCTCCACCAGTTTCTCC-3’,  

R: 5’-TACATGACACCCTCAAGGACTG-3’),  

Acsbg1 (F: 5’-GGTGAATGCACACAGCAGATG-3’,  

R: 5’-AATTAAGGAGCTGGTTTGCGAGT-3’),  

Mrc1 (F: 5’-GGAGGCTGATTACGAGCAGT-3’,  

R: 5’-TGGTTCACCGTAAGCCCAATT-3’),  

Cd1d1 (F: 5’-CCTTTGTGTACCAGTCCGGG-3’,  

R: 5’-TTTTGCTGGGCTTCAGATTGTC-3’),  

Elovl7 (F: 5’-CAAGAGCAATGAGGATGGTGC-3’,  

R: 5’-GGTCCACGGCATGATCGTA-3’),  

36B4 (F: 5’-ATGGGTACAAGCGCGTCCTG-3’,  

R: 5’-GCCTTGACCTTTTCAGTAAG-3’). 

 

2.8. Statistical analysis 

 

Statistical analysis was performed using GraphPad 

Prism 5 software. One-way ANOVA followed by a 

Bonferroni post hoc test was used for every comparison 

between knockout genotypes versus WT. Two-way  

 

 

repeated measure ANOVA followed by a Bonferroni 

post hoc test was used for growth curves comparison. In 
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all statistical tests, values of p<0.05 were considered 

significant. 

 

 

 

 
 

 

Fig. 1. CRISPR/Cas9-mediated knockout of Abcd1 and Abcd2 genes in BV-2 cells. (A) Agarose gel electrophoresis of PCR products illustrating 

indel screening of individual BV-2 cell clones. The 3’ end of the reverse primer corresponding to the CRISPR targeted site, absence of PCR 

amplification indicates a disrupted site (1: negative control; 2: wild type BV-2 cells; 3: Abcd1-/- cell clone; 4: Abcd2-/- cell clone; 5: Abcd1-/-

/Abcd2-/- cell clone). (B) Schematic representation of the Abcd1 and Abcd2 locus showing exon organization and sgRNA target sites (in exon 1) 
with their respective sequences in bold. The protospacer adjacent motif (NGG on the complementary strand) which allows specific binding and 

cleavage by the Cas9 nuclease is boxed. Nucleotide sequences are numbered from the translation start codon and translated sequences are 

indicated. The position of the reverse primer used for indel screening is indicated by the arrow. Below are presented the sequences of the Abcd1 
and Abcd2 exon 1 in mutant cell clones demonstrating frame shift insertions or deletions (in bold). The Abcd1-/-/Abcd2-/- cell clone and the  

Abcd1-/- clone from which it was obtained, exhibit the same mutations in the Abcd1 locus. 
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3. Results  

 

3.1. CRISPR-Cas9 knockout of Abcd1 and 

Abcd2 in BV-2 cells 

 

Contrary to the HDR-based strategy previously used 

to generate Acox1-deficient BV-2 cells, which resulted in 

cell clones with the same mutation [19], BV-2 cells were 

only transfected with the all-in-one plasmids. Cells 

showing the higher expression level of mCherry 24 h 

after transfection were sorted by FACS and clonally 

cultivated before genomic analysis to check for mutations 

after non-homologous end-joining (NHEJ) repair events. 

Genotyping of individual cell clones was then carried out 

using specific primer pairs and demonstrated the loss of 

the WT allele (Fig. 1A). Sequencing of PCR products 

covering the respective Abcd1 or Abcd2 target locus 

confirmed mutations a few nucleotides after the start 

codon (Fig. 1B). In the Abcd1-deficient cell clone, two 

distinct frameshift mutations were identified (c.105delA 

and c.106insG). In the Abcd2-deficient cell clone, two 

distinct frameshift mutations were also identified 

(c.232delC and c.219_231del). From the few cell clones 

demonstrating sufficient growth (approximately 10 per 

genotype), ~70% of cell clones containing no mutation, 

monoallelic, or biallelic mutations but without frameshift 

(deletion of 3 nucleotides), were not retained for further 

analysis.  

At the end of each step, the selected mutant cell 

clones were expanded to generate a stock of cryogenic 

vials at the lowest passage. The selected Abcd1-deficient 

BV-2 cell clone was transfected with the Abcd2 all-in-one 

plasmid to obtain the double knock-out cell clone and the 

same screening strategy was applied. Genotyping 

confirmed the double disruption in only one of the 11 cell 

clones obtained. Surprisingly, Sanger sequencing 

demonstrated the presence of 3 distinct frameshift 

mutations in the Abcd2 locus (c.232delC, c.231_232del, 

c.212_230del) (Fig. 1A). After excluding the hypothesis 

of sequencing/PCR artifacts, we hypothesized that these 

mutations are associated to multinuclearity and/or 

aneuploidy. We indeed observed multinucleated cells in 

culture, which is frequent in BV-2 and other microglial 

cells [25]. Besides, a recent study aiming to obtain mutant 

BV-2 cells for the Trem2 gene also faced with triallelic 

mutations associated with cell multinuclearity and 

aneuploidy including trisomy of chromosome 17 [26]. 

Moreover, while Abcd1 is located on the X chromosome 

[27], Abcd2 is on the chromosome 15 [28], a 

chromosome whose trisomy is frequently found in 

murine cell lines, probably due to the location of c-myc 

[29].  

Anyhow, the disruption of the Abcd1 and/or Abcd2 

genes in the mutant cell clones was confirmed by western 

blot analysis demonstrating the absence of ABCD1 

protein in the Abcd1-deficient cell clone, the absence of 

ABCD2 in the Abcd2-deficient cell clone, and the 

absence of both proteins in the double mutant cell clone 

(Fig. 2). Interestingly, we noticed a weak increase in 

ABCD1 ( 1.77 in the Abcd2
-/-

 cells) and ABCD2 ( 1.88 

in the Abcd1
-/-

 cells) signals in the single mutants 

compared to the wild type suggesting possible 

compensation mechanisms.  

  

 
 

Fig. 2. Western blot analysis of ABCD1 and ABCD2 expression in 

mutant BV-2 cells. Whole cell lysates were separated on 7.5% SDS-
PAGE, blotted on PVDF membrane and analyzed by immunoblotting 

with anti-ABCD1 (homemade serum 029), anti-ABCD2 (Abcam, 

ab102948) and anti-Actin antibodies. 

 

3.2. Consequences of the absence of peroxisomal ABC 

transporters on fatty acid levels  

  

In order to functionally validate the disruption of Abcd1 

and Abcd2 genes, we conducted a lipid analysis to 

compare the fatty acid levels in WT and mutant cells with 

a particular focus on VLCFA. As said previously, Abcd1 

and Abcd2 displaying a partial functional redundancy, 

accumulation of VLCFA was expected to occur only in 

the double mutant cell clone. This hypothesis has indeed 

been confirmed with a significant increase in the levels of 

C24:0, C26:0, C24:1 and C26:1 observed in the double 

mutant only (Table 1).  

The C24:0/C22:0 and C26:0/C22:0 ratio, which are used 

as diagnosis markers for X-ALD, remained unchanged in 

the single mutants and were respectively 1.6- and 5.1-fold 

higher than the control ones in the Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells 

(Fig. 3).  

 

 

 
Fig. 3. VLCFA accumulate in Abcd1-/-/Abcd2-/- BV-2 cells but not in 

ABCD1 or ABCD2 single mutants. FA content of BV-2 cells was 

measured by GC/MS. C26:0 and C24:0 values are normalized to C22:0 
values (mean with SD of three independent experiments, ANOVA with 

Bonferroni post-hoc test; *** P value < 0.001). 
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Table 1.  

Fatty acid levels in WT and mutant BV-2 cells cultivated during 48h.  

 
 WT  Abcd1

-/-
 Abcd2

-/-
 Abcd1

-/-
/Abcd2

-/-
 

  Mean SD  Mean SD  Mean SD  Mean SD  

C16:0 17,716 2255  18,884 1789  18,890 5239  23,959 817  

C18:0 9925 1425  12,311 482  9704 1817  14,346 1055 * 

C20:0 91.1 17.6  148 18.2 * 76.8 26.4  289 15.2 *** 

C22:0 28.9 5.68  35.5 3.27  26.1 6.61  55.4 7.20 ** 

C24:0 62.0 6.26  71.2 4.52  56.5 15.7  189 19.0 *** 

C26:0 11.6 3.68  15.8 1.69  9.24 2.85  114 9.58 *** 

SFA 27,834 3684  31,465 2247  28,763 7091  38,952 1850  

C16:1 n-7 trans  1637 412  924 129 * 608 201 ** 1064 71.0  

C16:1 n-7 cis 5468 549  8718 658  9078 2153 * 8825 876  

C18:1 n-9 24,135 2902  21,867 1789  18,069 3128  22,416 1213  

C18:1 n-7 11,012 860  15,817 1503  16,184 3953  11,704 455  

C20:1 n-9 329 22.4  472 55.6  623 105 ** 406 31.4  

C22:1 n-9 41.5 4.97  34.6 3.10  48.3 11.7  48.0 3.46  

C24:1 n-9 58.0 7.50  64.8 4.34  61.6 17.8  134 7.52 *** 

C26:1 n-9 15.4 2.40  19.9 1.20  13.7 3.73  76.6 3.60 *** 

MUFA 42,695 4162  47,917 3812  44,685 9500  44,673 2560  

C18:2 n-6 778 147  2079 229 *** 1051 285  2567 92.0 *** 

C20:3 n-6 742 92.8  765 78.5  625 93.3  1261 42.2 *** 

C20:4 n-6 2258 275  3781 441 ** 2347 273  5252 409 *** 

C20:5 n-3 1478 160  561 98.7 *** 478 80.6 *** 948 48.4 ** 

C22:6 n-3 1579 129  2425 224 ** 1441 197  2744 147 *** 

PUFA 6836 778  9611 1066 * 5942 924  12,772 671 *** 

Total FA 77,365 8552  88,993 6921  79,390 17,422  96,397 4987  

 

Data represent mean levels of fatty acids (saturated (SFA), monounsaturated (MUFA), and polyunsaturated (PUFA)) measured by GC/MS and 

expressed in ng/mg of protein of 3 independent experiments with their respective standard deviation (SD). 
Significant differences at p<0.001***, p < 0.01**, p<0.05* determined by ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test are indicated.   
 

 

As shown in Table 1, the total fatty acid level as well as 

the global quantity of the main species of fatty acids 

analyzed did not present significant differences between 

single mutant and control cells with the exception of 

PUFA in the Abcd1 mutant cells. However, we observed 

increased levels of total FA, SFA, and PUFA in the 

Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells, statistical significance being 

obtained only for PUFA. Besides VLCFA, significant 

increase was observed for saturated LCFA (C18:0, C20:0, 

C22:0) and for some PUFA (C18:2 n-6, C20:3 n-6, C20:4  

n-6 (arachidonic acid, AA) and C22:6 n-3 

(docosahexaenoic acid, DHA)) while C20:5 n-3 was 

found decreased. The Abcd1
-/-

 cells recapitulated partially 

these observations in particular in the PUFA series. In the 

Abcd2
-/-

 cells, a significant increase was observed for 

C16:1 n-7 cis and C20:1 n-9 levels while C16:1 n-7 trans 

and C20:5 n-3 levels were found decreased. 

 

 

 

 

3.3. Cell morphology and growth curve of BV-2 mutant 

cell lines 

 

The Acox1-deficient BV-2 cell clone that we recently 

obtained and characterized was shown to grow slower 

than WT cells [19]. A similar result was obtained with the 

Abcd1 and Abcd2 mutated BV-2 cells cultivated over a 

period of 4 days in comparison with WT cells (Fig. 4). At 

48 h, Abcd1
-/-

 and Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells exhibited a 

significant growth retardation suggesting a slower 

division time. Growth retardation after 72 h of culture 

was significant for the three mutant cell clones, the 

Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells presenting the highest difference 

with the WT cells. Noteworthy, cell death of BV-2 

mutant cells, quantified using trypan blue, did not differ 

from that of WT cells.  
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Fig. 4. Proliferation curves of mutant BV-2 cells. At t0, 2 104 cells 

were seeded. Data represent mean values of 3 independent experiments 

(cells, from the same passage number, thawed at different dates and 

cultivated during 48 h) with 3 technical replicates +/- SD. Statistically 
significant differences with WT cells determined by ANOVA with 

Bonferroni post-hoc test are indicated: *** P value < 0.001. 

As in the case of Acox1-deficient BV-2 cells [19], we did 

not observe obvious morphological differences between 

WT and mutant BV-2 cells (data not shown), the vast 

majority of cells adopting a round shape typical of a 

microglial activated status [30]. We further analyzed the 

mutant BV-2 cells by electron microscopy using 

diaminobenzidine (DAB) staining, which allows 

cytochemical detection of peroxisomes (Fig. 5). Score-

based blind analysis of micrographs suggested a weak 

increase in the number of peroxisomes in Abcd2
-/-

 and 

Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells and in the number of mitochondria 

in all mutant cells. A refined analysis did not demonstrate 

significant peroxisomal modification both in number and 

in size. However, it confirmed the increased number of 

mitochondria per micrographs ( 1.95 in Abcd1
-/-

,  1.46 

in Abcd2
-/-

, and  1.71 in Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells). The size 

of mitochondria was moderately but significantly reduced 

in Abcd1
-/-

 (0.435 µm
2 

+/- 0.0196, n=133) and in Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 (0.501 µm
2 

+/- 0.0161, n=249) cells as 

compared to WT cells (0.603 +/- 0.0342, n=113). The 

mitochondrial size was however not significantly 

modified in the Abcd2
-/-

 cells. Beyond these observations, 

the more striking differences concerned lipid droplets and 

lipid inclusions which appear in white in the micrographs 

(Fig. 5). The Abcd1
-/-

 cells exhibit a significant increase 

in lipid droplets while Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells display a 

very unique striated pattern along with lamellar-lipid 

figures with a whorled or spiral form. These features 

prompted us to further examine cells with Oil Red O 

staining for the presence of neutral lipids. As shown in 

Fig. 6A, a more intense labeling was observed in Abcd1
-/-

 

cells and
 

this increased staining was even more 

pronounced in Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells. Accumulation of 

neutral lipids, mainly cholesteryl-esters, represents a 

hallmark of peroxisomal disorders. To complete this 

analysis, we investigated whether total cholesterol level 

was modified in the mutant cells. Total cholesterol level 

was found significantly increased both in Abcd1
-/-

 

( 1.41) and in Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 ( 1.49) cells but not 

significantly modified in Abcd2
-/-

 cells (Fig. 6B). 

 

 

 
Fig. 6. Lipid accumulation in mutant BV-2 cells. (A) Light microscopic 

images of Oil Red O staining in WT, Abcd1-/-, Abcd2-/-, and Abcd1-/-

/Abcd2-/- BV-2 cells (bar=20 µm). (B) Total cholesterol levels of BV-2 

cells measured by GC/MS and normalized to protein content. Data 

represent the mean values +/- SD of 3 independent experiments and are 
expressed as µg of cholesterol/mg of protein. Statistically significant 

differences determined by ANOVA with Bonferroni post-hoc test are 

indicated: ** P value < 0.01, * P value < 0.05. 
 

3.4. Expression of key microglial genes in the BV-2 

mutant cell lines 

  

Microglial cells ensure an important role in brain 

homeostasis by controlling inflammation and 

participating to phagocytosis of apoptotic cells and 

myelin debris. As a preliminary study of the functional 

consequences of Abcd1 and Abcd2 deficiency in the BV-

2 cells, we investigated the mRNA levels of several genes 

associated with inflammation control and phagocytosis 

such as Trem2 (Triggering receptor expressed by myeloid 

cells-2) and Mrc1 (mannose receptor C-type 1, CD206). 

Trem2 controls the phenotypic conversion of microglia 

and promotes phagocytosis [31]. Mrc1 encodes a 

mannose receptor considered as a M2 polarization marker 

whose expression level was recently found decreased in 

cerebral adrenoleukodystrophy macrophages [32]. We 

also considered genes previously suspected to be modifier 

genes in X-linked adrenoleukodystrophy such as Acsbg1, 

which encodes a synthetase activating LCFA in the 

endoplasmic reticulum and playing an important role in 

brain [33], Cd1d1 which encodes CD1d, a cell surface 

protein allowing lipid antigens to be presented to NKT 

lymphocytes [34] and genes encoding elongases  
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Fig. 5. Ultrastructure analysis of mutant BV-2 cells. Transmission electron micrographs (whole cell and respective higher magnification) of WT, Abcd1-/-, Abcd2-/-, and Abcd1-/-/Abcd2-/- BV-2 

cells (bar=2 µm). Peroxisomes and lipid droplets are indicated (arrowheads and short arrows respectively). Striated and whorled lipid inclusions, characteristic features of X-ALD, are present in 

the double mutant cells. 
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responsible for the endogenous synthesis of VLCFA [35]. 

If the Elovl1 gene is probably not a modifier gene since 

its expression level was found unchanged in primary 

peritoneal macrophages of Abcd1/Abcd2 double-deficient 

mice [16], we focused on the Elovl7 gene recently 

demonstrated to be controlled by the mTOR pathway 

[36], a pathway that governs autophagy mechanisms and 

is suspected to play a major role in X-ALD [37]. As 

shown in Fig. 7, Trem2 expression level was weakly 

increased in every mutant cells ( 1.5- 2.1). Mrc1 

expression level was slightly decreased in the Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells ( 0.6), barely not modified in Abcd1
-/-

 

cells, and strikingly increased in the Abcd2
-/-

 cells ( 4.8). 

Concerning the putative modifier genes, in all the mutant 

cells, Acsbg1 was slightly down-regulated ( 0.4- 0.8) 

while both Cd1d1 and Elovl7 were strongly up-regulated. 

  

 
Fig. 7. Relative mRNA levels of key microglial genes in mutant BV-2 

cells. Expression levels of genes involved in microglial functions and 
phagocytosis (the immune receptor Trem2, the mannose receptor 

MRC1/CD206) and putative modifier genes in X-ALD (Acsbg1, Cd1d1 

and Elovl7) were measured using RT-qPCR and normalized to 36B4. 
Data represent the mean values +/- SD of 3 independent experiments 

and are expressed as relative expression levels in comparison with the 

corresponding expression level in WT cells taken arbitrary equal to 1. 
Statistically significant differences determined by ANOVA with 

Bonferroni post-hoc test are indicated: *** P value < 0.001, ** P value 

< 0.01, * P value < 0.05. 

 

Discussion 

 

In this study, our objective was to create a novel cell 

model useful in the context of X-ALD. Using 

CRISPR/Cas9 technology, we knocked out the Abcd1 and 

Abcd2 genes in BV-2 cells, a cell line commonly used as 

a substitute for primary microglia [18]. Contrarily to the 

Acox1-dificient cells that we generated using a strategy 

based on homologous directed recombination [19], here, 

we adopted a more direct strategy based on cell sorting 

and molecular screening of NHEJ events, strategy that 

has proven to be at least equally effective. We first 

confirmed mutations by DNA sequencing in the 3 cell 

clones as well as the correlated absence of ABCD1 and/or 

ABCD2 proteins by western blotting. Lipid analysis 

demonstrated the invalidation of peroxisomal ABC 

transporters in the double-mutant cells, the absence of 

both ABCD1 and ABCD2 proteins resulting in VLCFA 

accumulation (10-fold and 5-fold higher levels of C26:0 

and C26:1 respectively in comparison with the respective 

levels in WT cells). Cross-compensation between 

ABCD1 and ABCD2 in single-deficient cells likely 

explains why VLCFA levels were not modified in single-

mutant cells. These observations perfectly fit with what 

was observed in primary mouse peritoneal macrophages 

from Abcd1 and Abcd2 single- and double-deficient mice 

[16]. Of course, VLCFA accumulation could not be 

simply ascribed to the loss of peroxisomal β-oxidation 

since we observed an increased expression of Elovl7 in 

the mutant cells. Of note, like in human skin fibroblasts 

of X-ALD patients [38], the Elovl1 expression remained 

almost unchanged (data not shown). In addition to 

VLCFA, surprisingly, we found several differences in 

saturated LCFA, MUFA as well as in PUFA levels. 

Peroxisomal defects in association with ABCD1 

deficiency have proven to induce endoplasmic reticulum 

stress as well as mitochondrial defects [37,39,40]. Fatty 

acid elongation in the ER and oxidation in mitochondria 

may consequently be altered. In support to this 

hypothesis, we noticed that double-mutant cells exhibit a 

marked growth retardation as well as ultrastructural 

modifications concerning mitochondria (reduced size and 

increased number). The rare published data about lipid 

metabolism in BV-2 microglial cells have indicated that 

saturated LCFA levels are increased and MUFA levels 

are decreased upon LPS activation [41]. Further 

experiments will be necessary to determine whether the 

peroxisomal defect associated with the absence of 

ABCD1 and ABCD2 mimics such an activation state. 

Transcriptomic analysis of the mutant cell clones which 

is in progress may help to determine the effects on 

various genes associated with lipid metabolism (acyl-

CoA synthetases, elongases, desaturases, …). Concerning 

PUFA levels, both DHA and AA levels were found 

surprisingly increased in the Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells. DHA 

and AA are known precursors of signaling lipids playing 

mainly neuroprotective or proinflammatory roles, 

respectively [42, 43]. Profiling of VLCFA in 

phospholipids and lysophospholipids has recently 

revealed that specific PUFA are enriched in Abcd1-

deficient mice [44]. Altogether, in-depth lipidomic 

analysis on membrane species, cholesteryl esters and 

secreted lipids will be necessary to address the precise 

consequences of the mutations of the peroxisomal ABC 

transporters in the BV-2 microglial cells.  

If we look specifically at the single mutant BV-2 

cells, the Abcd1
-/-

 cells did not demonstrate VLCFA 

accumulation and displayed a less-marked pattern than 

the double-mutant cells for LCFA, MUFA and PUFA. On 

the contrary, the Abcd2-deficient cells showed almost no 

change compared to WT cells, with the exception of 

increased levels of C16:1 n-7 (cis) and C20:1 n-9 and 

decreased levels of C16:1 n-7 (trans) and C20:5 n-3. 

Given the relatively high expression levels of both Abcd1 

and Abcd2 genes in BV-2 cells [20], the known 
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functional redundancy regarding saturated and 

monounsaturated fatty acids [9, 45], and the specificity of 

ABCD2 towards MUFA and PUFA [10, 22, 45-47], these 

results raise questions. Considering the divergences in the 

levels of several MUFA, PUFA and VLCFA levels 

observed in adrenals, spinal cord, sciatic nerve, or in 

primary neurons of Abcd1-, Abcd2- or Abcd1/Abcd2 KO 

mice, the consequences of a deficiency in Abcd1 and/or 

Abcd2 seem strictly tissue and cell specific [46]. An 

overview of the enzymatic content of BV-2 microglial 

cells related to fatty acid metabolism is probably the key 

to understanding such observations. As mentioned above, 

the upcoming results of transcriptomic analysis will be 

helpful in that task.  

The Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 BV-2 cells were shown to 

reproduce the main biochemical feature of X-ALD 

(accumulation of VLCFA) and exhibit ultrastructural 

features resembling those observed in X-ALD patients. 

The observed striated pattern as well as the whorled lipid 

inclusions perfectly match with what was observed in 

adrenals, sural nerves, testis and macrophages of 

demyelinated areas of X-ALD patients [48, 49]. Such 

lipid inclusions were also described in the adrenals of 

Abcd1/Abcd2 double KO mice [9] and are probably 

related to the accumulation of VLCFA-cholesteryl esters 

[50, 51]. The absence of such lipid figures in single 

mutant cells is likely associated to compensatory effects 

between ABCD1 and ABCD2 proteins. Oil Red O 

staining demonstrated accumulation of neutral lipids in 

the double mutant BV-2 cells and to a lesser extent in the 

Abcd1-deficient cells. These observations were correlated 

with increased levels of cholesterol. The exact link 

between cholesterol metabolism and peroxisomal 

functions is still under debate. It appears clear that 

cholesterol levels control the expression level of Abcd2 

[52-54] and interfere with saturated and monounsaturated 

VLCFA [55]. The consequences of peroxisomal defect on 

cholesterol metabolism have been more rarely described. 

Increased plasma level of cholesterol was observed in 

Abcd1 KO mice [56] and cholesterol accumulation was 

observed in fibroblasts, adrenals, and cerebellum of 

Abcd1 KO mice as well as in human fibroblasts from 

patients suffering from peroxisomal biogenesis disorders 

(Infantile Refsum disease and Zellweger syndrome) [50]. 

The blockage of cholesterol transport has been suggested 

to participate in peroxisomal pathologies. Cholesterol, 

which may also serve as a substrate for oxidized 

derivatives responsible for deleterious effects in brain or 

as a modifier of membrane properties, could largely 

contribute to the neurodegenerative process in X-ALD in 

case of accumulation. The Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 BV-2 cells 

may therefore represent a very relevant in vitro model to 

answer these questions. 

The preliminary investigations of the impact of the 

absence of peroxisomal ABC transporters in microglial 

BV-2 cells on gene expression have confirmed the utility 

of these new cellular models. First, we highlighted that 

the expression of Trem2 and Mrc1 genes were modified 

suggesting, as in the case of Acox1-deficient cells [19], 

that phagocytosis ability is likely modified in the mutant 

cells. Further experiments will be necessary to evaluate 

the capacity of BV-2 mutant cells to engulf fluorescent 

beads, myelin debris or apoptotic cells, a microglial 

function that is considered to be a pathogenesis trigger 

event [6]. Besides the need to eliminate dying 

myelinating cells, phagocytosis has been shown to 

provide important signals for resolving inflammation. 

Our results have shown that the Acsbg1 gene is modestly 

down-regulated in every mutant cells. Although non 

statistically significant, these results perfectly match the 

decreased expression observed in the white matter of 

patients with AMN or cALD [33]. Concerning Cd1d1 

expression that was found strongly increased in mutant 

cells ( 7.37 in Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

), it suggests 

modifications in the ability of microglial cells to present 

lipid antigens to NKT cells. In patients, CD1d expression 

was found slightly decreased in B lymphocytes and 

unchanged in monocytes [57]. There was no difference in 

various cells of the Abcd1 null mice [57] but Cd1d1 

expression was not investigated in Abcd1/Abcd2 double-

deficient mice. If CD1d polymorphism was positively 

associated with X-ALD, it failed to reach statistical 

significance like many linkage studies in rare disorders 

[34]. Our results suggest that further studies would be 

useful to test whether these results reflect species 

differences or confirm a role of the CD1d protein in the 

pathology. Finally, Elovl7 was found up-regulated in 

every mutant cells, particularly in the Abcd1
-/- 

and Abcd1
-

/-
/Abcd2

-/-
 cells. A genome-wide association study 

concluded that Elovl7 could be linked to multiple system 

atrophy, a progressive neurodegenerative disorder also 

known as  

Shy–Drager syndrome [58]. Further investigations in X-

ALD patients should be carried out to confirm whether 

Elovl7 is up-regulated and associated with the pathology. 

 

Conclusion 

 

In summary, by using CRISPR/Cas9 editing, we have 

generated 3 mutant microglial cell lines mutated in Abcd1 

and/or Abcd2 genes. Preliminary characterization of the 

double mutant cell clone has confirmed the main 

biochemical observations made in tissues from Abcd1
-/-

 

mice models and skin fibroblasts of X-ALD patients, i.e. 

the accumulation of VLCFA. Ultrastructure analysis in 

this cell clone demonstrated mitochondrial modifications 

as well as the presence of striated and whorled lipid 

inclusions similar to those observed in brain macrophages 

of X-ALD patients. Of note, the comparison of the double 

mutant with the single mutant cell clones that 

demonstrated mild or intermediate biochemical and 

cellular phenotypes, will represent a good opportunity to 

better understand the specific roles of peroxisomal ABC 

transporters ABCD1 and ABCD2 and the consequences 

of their defects in microglial cells. Expression levels of 

key microglial genes as well as putative modifier genes in 

the context of X-ALD were found modified. 

Transcriptomic RNAseq analysis is in progress to 

confirm these observations and reveal putative other 

dysregulated genes involved in RedOx homeostasis, 

inflammatory responses, and unexplored pathways in 

relation with microglial functions. These novel cell 

models will offer the advantage to test the impact of 

ABCD1 and/or ABCD2 deficiency in a key cell type for 
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neurodegenerative process and to test original hypotheses 

on the involvement of peroxisome in phagocytosis, 

inflammatory and immune response. Microglial Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 cells will offer opportunities to further progress 

in the understanding of the physiopathogenesis of X-

ALD. The cells will also offer the opportunity to set up 

screening assays to identify corrective molecules with a 

therapeutic potential for X-ALD. 
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I.4. Discussion annexe aux articles 

 Deux stratégies de génération de modèles cellulaires déficients en protéines 

peroxysomales par la technique CRISPR-Cas9 à partir de la lignée de cellules microgliales 

murines BV-2 ont été utilisées avec succès. Ces deux stratégies, reposant soit sur une 

insertion par recombinaison homologue (utilisée pour le clone Acox1
-/-

), soit sur la réparation 

non-homologue (utilisée pour les clones Abcd1
-/-

, Abcd2
-/-

 et double mutant) ont permis de 

sélectionner des cellules présentant les inactivations géniques recherchées. La stratégie 

utilisant la recombinaison homologue, initialement prévue pour la sélection de tous les clones, 

présente l’inconvénient de sélectionner très fortement les cellules ayant un avantage de 

croissance, du fait de la double sélection antibiotique (étalée sur 2 semaines) et du clonage 

après tri cellulaire. Cette sélection importante a pour inconvénient majeur de limiter fortement 

l’hétérogénéité des génotypes parmi les cellules obtenues. En effet, après avoir réalisé la 

sélection des clones déficients en ACOX1, parmi les 52 clones dont le génotype a été testé, 

pas plus de 3 génotypes différents ont pu être observés et un seul de ces génotypes 

correspondait à une inactivation bi-allélique du gène Acox1. Cette inefficacité dans 

l’obtention de clones déficients distincts nous a conduit à mettre de côté la recombinaison 

homologue et la sélection antibiotique. La seconde stratégie permet de contourner ces 

problèmes mais, en contrepartie, résulte en une moindre efficacité et une plus faible fréquence 

d’obtention des mutations souhaitées. Plusieurs tentatives ont été effectuées et plusieurs mois 

de mise au point ont été nécessaires pour obtenir les clones cellulaires dont la caractérisation a 

été présentée (le clone double-déficient pour ABCD1 et ABCD2 n’a été obtenu qu’en 

septembre 2017). Malheureusement, les criblages et génotypages effectués jusqu’à présent 

n’ont permis de retenir que peu de clones et de ne caractériser qu’un seul clone par génotype. 

 Des anomalies de caryotype, d’ailleurs fréquentes dans de nombreuses lignées 

cellulaires, ont pu être observées dans les cellules BV-2. Elles sont susceptibles d’être 

associées à la capacité des cellules microgliales à présenter plusieurs noyaux (cellules multi-

nucléées) ou pourraient être liées à la technique d’immortalisation de ces cellules par  

v-myc. Le caryotypage des cellules BV-2 WT et déficientes est en cours au laboratoire de 

cytogénétique du CHU de Dijon (collaboration avec le Dr. Patrick Callier). Ce laboratoire, 

non spécialiste de la souris, nous a pour l’instant fourni des résultats partiels et préliminaires 

qui sont en cours de confirmation à l’aide la technique de peinture chromosomique  

(multi-FISH). A l’heure actuelle, l’analyse préliminaire démontre la présence de nombreux 

chromosomes additionnels mais ne montre apparemment pas de différences entre les cellules 
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déficientes et les cellules sauvages. Cela indique qu’il n’y a pas eu de variation du nombre de 

chromosomes en lien avec la stratégie de sélection et d’édition génétique CRISPR-Cas9. Ces 

anomalies de caryotype ont rendu l’interprétation des résultats de génotypages plus complexe 

que prévu. En effet, l’incapacité à déterminer le génotype exact du fait d’une polyploïdie 

probable a conduit à l’élimination d’un grand nombre de clones sélectionnés.  

II. Conséquences fonctionnelles des déficiences peroxysomales dans les 

cellules microgliales 

II.1. Profils transcriptomiques des cellules déficientes 

 Les modèles cellulaires présentés dans ces deux articles ont été l’objet d’une étude 

plus approfondie pour comprendre les conséquences des inactivations géniques sur leurs 

fonctions cellulaires. En partenariat avec la plateforme de séquençage de l’Institut de 

génétique et de biologie moléculaire et cellulaire de Strasbourg, GenomEast, l’analyse 

transcriptomique des cellules BV-2 WT et déficientes en ACOX1, ABCD1, ABCD2 et 

double-déficientes en ABCD1 et ABCD2, traitées ou non, a été réalisée par séquençage 

aléatoire du transcriptome (RNAseq).  

 L’analyse a été effectuée sur les ARN totaux des cellules récupérés après 24 h de 

traitement LPS (1 µg/ml), ou acide hexacosanoïque (C26:0) 10 µM, ou 25-hydroxycholestérol 

(25HC) 10 µM, ou bien LPS et C26:0 combinés, ou LPS et 25HC combinés ou bien de 

véhicule pour la condition contrôle. Cela représente 6 conditions différentes de traitement 

pour les 5 lignées cellulaires différentes, ce qui fait au total 30 points d’analyse distincts, 

sachant que des triplicats biologiques sont réalisés pour chaque point d’analyse. Les véhicules 

choisis pour permettre la solubilisation du 25HC et du C26:0 sont l’éthanol (0,1%) et l’α-

cyclodextrine (0,5 mM) respectivement. Afin de réduire le nombre de conditions contrôles 

dans cette étude, un véhicule commun à toutes les conditions de culture a été choisi et 

correspond à la combinaison éthanol 0,1%, α-cyclodextrine 0,5 mM. L’α-cyclodextrine forme 

des complexes avec les lipides très apolaires et présente la capacité d’extraire certains lipides 

membranaires. Bien qu’un effet du véhicule ne puisse être exclu à la dose utilisée, aucune 

toxicité cellulaire n’a pu être observée par mesure d’expression génique ou par analyse ultra-

structurale en microscopie électronique (données non présentées).  

 Les ARNs de trois expériences indépendantes ont été purifiés à l’aide d’un kit RNeasy 

(Qiagen) et retro-transcrits en ADN complémentaire pour contrôler leur qualité et les effets 
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des traitements par RT-qPCR (l’analyse a porté sur quelques gènes connus pour répondre à 

ces traitements, par exemple Nos2, Gpx, Sod2 Abcd2). La qualité et la quantité des ARN ont 

été contrôlées et les traitements LPS et 25HC ont ainsi pu être validés. En revanche, aucune 

certitude n’a pu être obtenue pour le traitement C26:0. La décision a néanmoins été prise 

d’envoyer les ARN à la plateforme de séquençage de Strasbourg. L’analyse transcriptomique 

des cellules traitées par le C26:0 n’a malheureusement pas permis de tirer de conclusion sur 

les effets d’une plus forte accumulation d’AGTLC dans ces cellules. Les comparaisons au 

véhicule démontrent des profils quasi-identiques et ne permettent pas d’identifier un effet du 

traitement (l’analyse statistique indique une absence de différences entre les profils 

comparés). Des tests réalisés a posteriori semblent indiquer que, malgré l’utilisation d’un 

protocole de solubilisation déjà éprouvé et basé sur l’utilisation d’α-cyclodextrine, la 

solubilisation du C26:0 a été hélas insuffisante. 

 Au sein de la plateforme de séquençage, les librairies d’ARN ont ensuite été générées 

à l’aide d’un kit Trueseq (Illumina), avant d’être retro transcrites en ADN complémentaire et 

enrichies par PCR. La technologie Illumina HiSeq 4000 Sequencing a été utilisée pour le 

séquençage. Il convient de noter que l’analyse biostatistique portant sur la comparaison des 

résultats obtenus dans cette étude transcriptomique a permis de générer énormément de 

données. Pour des questions de temps et par souci de clarté, seulement une dizaine de 

comparaisons, sur la soixantaine que nous avons reçues, ont pu être analysées et sont 

présentées ici.  

 Cette approche non-biaisée couplée à l’importante reproductibilité des expériences de 

cultures cellulaires permet d’identifier un très grand nombre de gènes différentiellement 

exprimés. Ainsi, en condition standard (véhicule), plus de 3000 gènes sont régulés 

positivement ou négativement dans chacune des lignées déficientes par comparaison aux 

cellules BV-2 WT (Figure 9). Les nombres de gènes différentiellement exprimés, uniques ou 

communs aux différents génotypes sont présentés sous-forme d’un diagramme de Venn. Dans 

chacun des modèles cellulaires déficients, près de 40% de ces gènes régulés sont communs 

aux 4 lignées déficientes. 
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Figure 9 : Analyse des gènes différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 WT et déficientes 

en condition standard. 

Tableau présentant le nombre de gènes positivement ou négativement régulés pour chaque 

comparaison. Répartition des gènes négativement ou positivement régulés au sein des cellules BV-2 

déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1 par comparaison aux cellules BV-2 WT. 

Les gènes négativement (rouge) ou positivement (vert) régulés communs aux différents KO sont 

présentés sous-forme d’un diagramme de Venn (A). Répartition des 3436 gènes différentiellement 

exprimés dans les 4 KO en termes de « Gene Ontology-Biological Process » à l’aide du système de 

classification Panther (B). Le seuil de significativité est fixé tel que : valeur p ajustée <0.05 et 

|log2(KO/WT)|>1. 
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 Les termes GO-BP ont été utilisés dans cette étude (Figure 9B) pour préciser les voies 

de signalisation et processus cellulaire associés à ces régulations géniques. Gene Ontology 

(GO) est un système visant à intégrer les relations et concepts associés aux fonctions des 

gènes. Ce système s’attache à décrire les fonctions de gènes selon des aspects moléculaires 

(« molecular function »), selon leur compartimentation cellulaire (« cellular component ») et 

selon les processus biologiques dans lesquels ils sont impliqués (« biological process » ou 

BP). Les listes des gènes régulés définies pour chacune des conditions comparées permettent 

d’évaluer l’enrichissement pour chaque terme de GO-BP puis une analyse statistique permet 

de déterminer quels sont les termes de GO-BP pour lesquels l’enrichissement est le plus 

pertinent. Une analyse faite à l’aide de la base de données et de l’algorithme PANTHER 

(« Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships »), montre des répartitions 

semblables des termes généraux de GO-BP au sein des listes de gènes connus pour chacune 

des 4 comparaisons de génotype (Figure 9). Cette répartition, au premier abord comparable, 

reste à relativiser compte tenu du grand nombre de gènes analysés. Les cellules déficientes en 

ABCD1, ABCD2, ABCD1 et ABCD2 ou ACOX1 présentent un enrichissement significatif (p 

value < 0.1) pour 331, 371, 370 et 406 termes de GO-BP respectivement par comparaison aux 

cellules WT. Parmi les 10 termes de GO-BP dont l’enrichissement est le plus significatif, les 

termes « immune system process », « inflammatory response » et « positive regulation of cell 

migration » sont les plus représentés (Tableau 5). Ces termes sont fortement susceptibles de 

traduire une atteinte de la réponse immunitaire des cellules microgliales consécutive à 

l’inactivation des gènes ABCD1, ABCD2 ou ACOX1. Bien que le défaut métabolique semble 

moins représenté parmi les termes les plus enrichis, le terme « fatty acid metabolic process » 

(GO:0006631) apparaît également avec un enrichissement significatif dans les 4 lignées 

déficientes (valeur p=0,035 pour Abcd1
-/-

 ; p=0,031 pour Abcd2
-/-

, p=0,003 pour Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

, p=0,005 pour Acox1
-/-

). Enfin, l’hypothèse d’une accumulation de cholestérol sous 

forme estérifiée dans les cellules Abcd1
-/-

 évoquée dans l’article soumis à BBA 

« CRISPR/Cas9-mediated knockout of Abcd1 and Abcd2 genes in BV-2 cells: novel 

microglial models for X-linked Adrenoleukodystrophy » semble pertinente de par la présence 

du terme « positive regulation of cholesterol esterification » (GO:0010873) parmi les termes 

significativement enrichis dans les cellules déficientes en ABCD1 (p=0,041).  
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Tableau 5 : Analyse d’enrichissement en termes « Gene Ontology-Biological Process » des gènes 

différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 déficientes par rapport aux cellules WT, en 

condition standard. 

Liste des 10 termes de « Gene Ontology-Biological Process » présentant les enrichissements les plus 

significatifs parmi les gènes différentiellement exprimés dans chacun des KO par comparaison aux 

cellules BV-2 WT. Les analyses ont été réalisées à l’aide de la base de données bioinformatique 

DAVID 6.8. Le seuil de significativité est fixé tel que : p value ajustée <0.05 et |log2(KO/WT)|>1. 

 

 En parallèle, un second outil bioinformatique, « KEGG pathway », a été utilisé pour 

mettre en évidence des voies de signalisation affectées dans ces cellules. L’analyse « KEGG 

pathway » de ces mêmes listes de gènes indique des dérégulations de voies associées à une 

réponse inflammatoire comme les voies de signalisation NF-κB ou TNFα (Tableau 6). Cette 

analyse permet également d’identifier une altération des processus cellulaires associés aux 

lysosomes et aux phagosomes dans les 4 lignées déficientes. Ces termes semblent 

particulièrement pertinents vis-à-vis de l’hypothèse émise concernant l’atteinte des fonctions 

de phagocytose des cellules microgliales et sont revus plus loin dans la discussion. 
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Tableau 6 : Analyse d’enrichissement en termes « KEGG Pathway » des gènes différentiellement 

exprimés dans les cellules BV-2 déficientes par rapport aux cellules WT, en condition standard. 

Liste de 15 termes issus de l’analyse « KEGG Pathway » significativement enrichis parmi les gènes 

différentiellement exprimés dans chacun des KO par comparaison aux cellules BV-2 WT. Les analyses 

ont été réalisées à l’aide de la base de données bioinformatique DAVID 6.8. Le seuil de significativité 

est fixé tel que : valeur p ajustée <0.05 et |log2(KO/WT)|>1. 

 

 Le LPS est une molécule couramment utilisée expérimentalement pour induire une 

réponse inflammatoire. Le LPS d’E. coli O55:B5 a été donc employé dans plusieurs de nos 

expériences à la dose de 1 µg/ml durant 24 heures. Bien que cette dose semble 

particulièrement élevée, aucune atteinte de la viabilité cellulaire des cellules BV-2 n’a pu être 

observée. D’autre part, le suivi cinétique de l’expression des cytokines pro-inflammatoires 

TNFα et IL-1β dans ces cellules indique des niveaux d’expression élevés et comparables entre 

6 et 24 heures après le début du traitement (données non-présentées). L’étude 

transcriptomique réalisée permet donc également d’évaluer la capacité des cellules 

microgliales BV-2 WT et déficientes à induire une réponse pro-inflammatoire spécifique en 

réponse au LPS. L’analyse en termes de GO-BP à l’aide de l’algorithme PANTHER des 

gènes régulés par le LPS montre une répartition comparable des termes généraux pour les 

cellules BV-2 quel que soit le génotype (Figure 10B).  
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Figure 10 : Analyse des gènes différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 WT et KO suite au 

traitement des cellules par le LPS ou le 25HC. 

Répartition des gènes négativement ou positivement régulés au sein des cellules BV-2 WT ou 

déficientes en ABCD1, ABCD2 ou ACOX1 suite au traitement par le LPS ou le 25HC, par 

comparaison aux mêmes cellules en condition standard (A). Répartition des gènes différentiellement 

exprimés en réponse au LPS pour chaque génotype en termes de « Gene Ontology-Biological 

Process » à l’aide du système de classification Panther (B). Le seuil de significativité est fixé tel que : 

valeur p ajustée <0.05 et |log2(KO/WT)|>1. 

 

 Les termes présentant l’enrichissement le plus significatif comprennent assez 

logiquement les termes « immune system process », « inflammatory response », « innate 

immune response », « response to LPS » ou « cellular response to LPS » (Tableau 7) vu que 

les cellules ont préalablement été traitées au LPS. L’expression des principaux gènes affectés 

par la réponse au LPS est détaillée et discutée plus loin dans cette partie. 
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Tableau 7 : Analyse d’enrichissement en termes de « Gene Ontology-Biological Process » des gènes 

différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 WT ou déficientes en réponse au LPS. 

Liste des 10 termes de « Gene Ontology-Biological Process » présentant les enrichissements les plus 

significatif parmi les gènes différentiellement exprimés en réponse au LPS par comparaison au 

véhicule pour chaque génotype. Les analyses ont été réalisées à l’aide de la base de données 

bioinformatique DAVID 6.8. Le seuil de significativité est fixé tel que : valeur p ajustée <0.05 et 

|log2(KO/WT)|>1. 

 

 En parallèle, une contribution du 25-HC dans la pathogénèse de l’X-ALD a 

récemment été rapportée (Jang, Park et al. 2016) et nous avons ainsi souhaité contrôler son 

effet sur les cellules microgliales BV-2. L’analyse transcriptomique des cellules traitées par le 

25-HC par comparaison au véhicule révèle l’expression différentielle d’un certain nombre de 

gènes (Figure 10), ce nombre étant plus restreint par rapport au nombre obtenu suite au 

traitement LPS. Cette analyse semble indiquer une forte dérégulation du métabolisme du 

cholestérol et une augmentation de l’expression de l’« Oxysterol-binding protein 2 » (OSBP2) 

Term GOTERM_BiologicalProcess Count PValue

GO:0002376 immune system process 76 4.00E-33

GO:0006954 inflammatory response 62 1.16E-24

GO:0009615 response to virus 32 4.13E-23

GO:0045087 innate immune response 64 1.39E-22

GO:0006955 immune response 44 9.88E-16

GO:0051607 defense response to virus 33 1.96E-14

GO:0071346 cellular response to IFN-gamma 22 2.90E-14

GO:0032496 response to LPS 34 4.16E-13

GO:0006935 chemotaxis 26 1.37E-12

GO:0042832 defense response to protozoan 14 1.69E-11

Term GOTERM_BiologicalProcess Count PValue Term GOTERM_BiologicalProcess Count PValue

GO:0002376 immune system process 101 1.82E-37 GO:0002376 immune system process 100 6.45E-32

GO:0045087 innate immune response 84 6.96E-24 GO:0006954 inflammatory response 92 3.14E-30

GO:0006954 inflammatory response 76 4.76E-23 GO:0045087 innate immune response 84 3.13E-20

GO:0006955 immune response 66 2.14E-22 GO:0006955 immune response 64 4.03E-18

GO:0009615 response to virus 36 3.31E-21 GO:0009615 response to virus 30 1.03E-13

GO:0051607 defense response to virus 47 7.57E-19 GO:0071356 cellular response to TNF 33 1.20E-12

GO:0035458 cellular response to IFN-beta 21 2.71E-14 GO:0006935 chemotaxis 33 9.64E-12

GO:0042832 defense response to protozoan 17 1.78E-12 GO:0051607 defense response to virus 38 1.54E-10

GO:0032496 response to LPS 42 2.07E-12 GO:0071222 cellular response to LPS 43 2.39E-10

GO:0045071 negative regulation of viral genome replication17 6.56E-12 GO:0007165 signal transduction 145 4.27E-10

Term GOTERM_BiologicalProcess Count PValue Term GOTERM_BiologicalProcess Count PValue

GO:0002376 immune system process 106 1.64E-38 GO:0002376 immune system process 121 2.66E-41

GO:0006954 inflammatory response 79 4.52E-23 GO:0006954 inflammatory response 101 1.64E-31

GO:0009615 response to virus 38 2.84E-22 GO:0045087 innate immune response 99 1.34E-24

GO:0045087 innate immune response 84 8.10E-22 GO:0006955 immune response 68 2.38E-17

GO:0006955 immune response 65 4.92E-20 GO:0009615 response to virus 34 1.80E-15

GO:0051607 defense response to virus 48 2.26E-18 GO:0032496 response to LPS 49 1.55E-12

GO:0071346 cellular response to IFN-gamma 27 3.09E-14 GO:0071356 cellular response to TNF 34 1.19E-11

GO:0032496 response to LPS 46 6.70E-14 GO:0051607 defense response to virus 42 5.07E-11

GO:0035458 cellular response to IFN-beta 21 1.08E-13 GO:0071222 cellular response to LPS 48 5.39E-11

GO:0071347 cellular response to IL-1 28 3.45E-13 GO:0042832 defense response to protozoan 16 1.54E-09

Abcd1-/- vs  + LPS

Abcd1/Abcd2-/- vs + LPS

WT vs + LPS

Abcd2-/- vs + LPS

Acox1-/- vs + LPS
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ou encore des chimiokines CCL3 et CXCL2 (données non-présentées). Ces inductions 

pourraient expliquer la microgliose réactive observée in vivo en réponse au 25-HC (Jang, Park 

et al. 2016). Cependant, aucune modification transcriptionnelle ne suggère un changement 

susceptible d’induire l’activation de l’inflammasome NLRP3 rapportée (Jang, Park et al. 

2016). D’autre part, le LPS ne semble pas potentialiser l’effet du 25-HC. En effet, une part 

importante des gènes induits indépendamment par un traitement LPS ou 25-HC semblent 

également induits à des niveaux comparables par le traitement combiné mais aucun des gènes 

régulés ne semble spécifique au traitement combiné. 

II.2. Conséquences métaboliques des inactivations géniques 

 L’accumulation d’AGTLC, défaut majeur résultant de l’inactivation des transporteurs 

ABCD1 et ABCD2 ou de l’enzyme ACOX1 a pu être confirmée dans nos modèles de cellules 

microgliales BV-2. Comme pressentie, du fait de l’expression des deux transporteurs ABCD1 

et ABCD2 dans les cellules BV-2 et du fait de leur redondance fonctionnelle partielle, 

l’accumulation d’AGTLC n’est observable qu’en l’absence de ces deux protéines. Cependant, 

outre l’accumulation d’AGTLC, ces cellules présentent également d’importantes anomalies 

dans les niveaux d’AG saturés, mono et polyinsaturés (Tableau 1, article A microglial cell 

model for acyl-CoA oxidase 1 deficiency et Tableau 1, article CRISPR/Cas9-mediated 

knockout of Abcd1 and Abcd2 genes in BV-2 cells: novel microglial models for X-linked 

Adrenoleukodystrophy). L’analyse transcriptomique met en évidence des dérégulations de 

nombreux gènes intervenant dans le métabolisme lipidique dont certains sont présentés en 

Figure 11. 

 Indépendamment de l’accumulation d’AGTLC, une baisse du contenu en acide 

eicosapentaénoïque (EPA, C20:5 n-3) a pu être mesurée dans les 4 lignées déficientes. Cette 

accumulation est couplée à une augmentation du contenu en AA (C20:4 n-6) dans les cellules 

déficientes en ABCD1 et ABCD1/ABCD2. L’EPA et l’AA sont précurseurs des eïcosanoïdes 

et sont généralement associés à des effets anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire 

respectivement. La synthèse et la libération de ces médiateurs lipidiques sont donc fortement 

susceptibles d’être modifiées. De fortes baisses d’expression de plusieurs désaturases et 

élongases ainsi que de cyclo-oxygénases et lipoxygénases, dont certaines jouent un rôle 

central dans la voie métabolique de synthèse des eicosanoïdes (Savary, Trompier et al. 2012) 

sont observées dans les 4 lignées microgliales déficientes (Figure 11). Un grand nombre de 

gènes dont l’expression est fortement réprimée codent pour des protéines localisées au RE. 
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Figure 11 : Gènes différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 déficientes en ABCD1, 

ABCD2, ABCD1/ABCD2, ou ACOX1 associés au métabolisme lipidique ou au peroxysome. 

« Heatmap » présentant le nombre de « reads » normalisés pour chaque gène (z score par ligne) pour 

chaque génotype en condition standard et en condition LPS. Les analyses ont été réalisées à l’aide de 

la base de données bioinformatique DAVID 6.8. L’algorithme de regroupement hiérarchique selon 

une corrélation de Pearson des distances moyennes est représenté par un dendrogramme. Le seuil de 

significativité pour les différences d’expression est fixé tel que : p value ajustée <0.05. 
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 Les cellules microgliales déficientes en ABCD1 et double-déficientes en 

ABCD1/ABCD2 présentent des profils différents des autres génotypes avec notamment une 

régulation positive de l’expression d’ELOVL4 et ELOVL7 (Figure 11). ELOVL4 et ELOVL7 

présenterait une plus forte affinité pour les AG à chaîne longue polyinsaturés (Naganuma, 

Sato et al. 2011, Jun, Mukherjee et al. 2017).  

 En parallèle, ELOVL5 et ELOVL6, dont les expressions sont régulées, négativement 

présenteraient des affinités plus fortes pour le C18:3 et les AG à chaîne longue saturés 

respectivement. Bien qu’il soit compliqué de relier directement ces observations aux taux 

d’AG mesurés dans ces clones, ces variations d’expression sont fortement susceptibles de 

contribuer aux anomalies lipidiques révélées.  

 Une plus forte expression d’ABCD1 a pu être mesurée dans les cellules microgliales 

déficientes en ABCD2 et ACOX1 (x1,74 / x1,84, respectivement) suggérant un mécanisme de 

régulation génique de ce transporteur. Il ne semble cependant pas y avoir d’expression 

compensatoire d’ABCD2 dans les cellules déficientes en ABCD1. Les cellules déficientes en 

ABCD2 et ACOX1 présentent également une plus forte expression de plusieurs gènes codant 

pour des protéines peroxysomales comme ABCD3 et ACOX1 (la mutation introduite 

n’empêchant pas la transcription du gène). Le regroupement hiérarchique met en évidence des 

motifs d’expression similaires pour la majorité des gènes peroxysomaux dérégulés, y compris 

ABCD1. La plus forte expression de PPARγ (et PGC1β) joue potentiellement un rôle dans ces 

régulations géniques. Une forte baisse d’expression de PPARδ est mesurée dans les cellules 

déficientes en ABCD1 et ABCD1/ABCD2. Ce récepteur semble jouer un rôle central dans le 

contrôle du métabolisme énergétique de la cellule en promouvant la β-oxydation des AG et 

contrôlant la phosphorylation oxydative (OXPHOS) mitochondriale (Luquet, Gaudel et al. 

2005). De façon surprenante, aucune expression de PPARα n’a pu être détectée dans les 

cellules BV-2 et suggère donc d’autres mécanismes de modulation de la prolifération 

peroxysomale. Une forte régulation négative de l’expression de gènes codant pour des 

protéines peroxysomale, comme ABCD2, ou pour PPARγ semble résulter de l’activation des 

cellules microgliales et de la réponse au LPS. Une baisse des activités enzymatiques 

peroxysomales catalase et ACOX1 a déjà été mise en évidence dans les cellules BV-2 en 

présence de LPS (Saih, Andreoletti et al. 2017). Confortant cette idée, des résultats 

préliminaires de mesure d’AG dans les cellules BV-2 déficientes en ACOX1 semblent 

confirmer une plus forte accumulation d’AGTLC en présence de LPS. Il est possible qu’une 

accumulation d’AGTLC plus marquée en condition inflammatoire ait des conséquences 

néfastes dans les cellules microgliales. Des analyses complémentaires en GC-MS dans nos 
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cellules activées par le LPS et l’analyse de la respiration cellulaire devraient permettre de 

répondre prochainement à ces questions. 

 Outre ces altérations du métabolisme peroxysomal, des régulations d’expression de 

plusieurs transporteurs susceptibles de moduler les contenus en cholestérol intracellulaire sont 

observées en conséquence des inactivations géniques ou de l’activation par le LPS. ABCA1, 

régulateur majeur de l’efflux de cholestérol dans les macrophages et dont l’expression est 

dérégulée dans les macrophages dérivés de patient X-ALD (Weinhofer, Zierfuss et al. 2018), 

se trouve être surexprimé dans les cellules microgliales BV-2 déficientes en ABCD2 ou 

ACOX1 et activées par le LPS. En parallèle, une plus forte expression des transporteurs 

ABCA5 et ABCA6 est observée dans les cellules déficientes en ABCD1 ou double-

déficientes en ABCD1/ABCD2. Ces transporteurs semblent impliqués dans le trafic 

vésiculaire/lysosomal du cholestérol et pourraient être associés à l’accumulation de 

cholestérol mesurée dans ces cellules (Figure 11).  

 En plus des mesures des niveaux de cholestérol, des analyses de GC-MS ont été 

effectuées pour plusieurs intermédiaires de la voie de biogenèse des stéroïdes et dérivés 

oxydés du cholestérol. Les baisses significatives des niveaux de lanostérol et lathostérol dans 

les 4 lignées déficientes, semblent être de bons indicateurs d’une altération de la voie de 

biosynthèse du cholestérol (Figure 12).  
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Figure 12 : Mesure des contenus cellulaires en stérols des cellules BV-2 WT et des cellules 

déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2, ou ACOX1. 

Les taux de stérols totaux sont mesurés par GC-MS et rapportés aux contenus protéiques des 

échantillons. Les moyennes et écart-types de 3 expériences indépendantes sont exprimés en ng 

stérol/mg protéine (A). Les valeurs normalisées sont rapportées aux valeurs mesurées dans les BV-2 

WT (B). Les différences significatives observées après ANOVA et ajustement de Bonferroni sont 

indiquées comme suit : * P value < 0.05, ** P value < 0.01, *** P value <0.001. 

 

 Ces observations semblent bien corrélées à la forte baisse d’expression de la 24-

dehydrocholesterol reductase (DHCR24) mesurée dans ces cellules (Figure 11). En parallèle, 

une augmentation d’expression d’HMGCR, enzyme clé de la synthèse du cholestérol semble 

être associée à l’accumulation de ce dernier dans les cellules déficientes en ABCD1 et 

ABCD1/ABCD2. La baisse d’expression du transporteur mitochondrial StAR peut également 

suggérer un important remaniement de la répartition intracellulaire du cholestérol (Figure 11).  

Par ailleurs, les mesures des niveaux de 7-beta et 7-alpha-hydroxycholestérol ne démontrent 

pas de différences entre les génotypes. En revanche, une tendance à l’augmentation du taux de 

7-cétocholestérol, produit de l’auto-oxydation du cholestérol, dans les cellules déficientes en 

ABCD1, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1, suggère une élévation du niveau de molécules pro-

oxydantes dans ces cellules (Figure 12). Le 27-hydroxycholestérol et le 25-HC, dont les 

synthèses dépendent des activités des enzymes CYP27A1 et 25-hydroxylase respectivement, 

voient leurs taux augmentés de façon significative dans les cellules déficientes en ABCD2 et 

ABCD1/ABCD2. Toutefois, aucune augmentation d’expression de la 25-hydroxylase n’a pu 

être mise en évidence dans l’analyse transcriptomique suggérant davantage une origine non-

enzymatique. De par leurs interactions avec SREBP ou LXR, ces molécules agissent comme 

d’importants régulateurs du métabolisme du cholestérol et de ses dérivés mais également du 
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métabolisme des AG (Fu, Menke et al. 2001). Leurs accumulations seraient donc aussi en 

mesure d’expliquer les dérégulations importantes des contenus lipidiques dans les cellules 

microgliales déficientes. Ces oxystérols sont également connus pour modifier la fluidité 

membranaire et les interactions moléculaires au sein des membranes. Ce point sera développé 

plus loin dans la discussion. 

 Enfin, des dosages cellulaires par analyse GC-MS ont également été réalisés pour 

plusieurs acides organiques et intermédiaires du cycle du Krebbs. Ces analyses révèlent des 

diminutions des contenus en pyruvate, fumarate et malate essentiellement (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Mesure des contenus cellulaires en acides organiques des cellules BV-2 WT et des 

cellules déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1. 

Les taux d’acides organiques sont mesurés par GC-MS et rapportés aux contenus protéiques des 

échantillons. Les moyennes et écart-types de 3 expériences indépendantes sont exprimés en ng/mg 

protéine (A). Les valeurs normalisées sont rapportées aux valeurs mesurées dans les BV-2 WT (B). 

Les différences significatives observées après ANOVA et ajustement de Bonferroni sont indiquées 

comme suit : * valeur P < 0.05, ** valeur P< 0.01, *** valeur P <0.001. 
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 La respiration mitochondriale est connue pour être inhibée au sein des macrophages en 

réponse au LPS et la synthèse de NO semble jouer un rôle important dans cette régulation 

(Brown 2001). Il est alors envisageable que celui-ci soit responsable d’une atteinte 

mitochondriale dans les cellules déficientes ABCD1, ABCD2 ou ACOX1. 

 D’autre part, il convient de préciser que les analyses des contenus cellulaires par GC-

MS dans cette étude ont été effectuées sur les fractions saponifiées de nos échantillons 

cellulaires. Aucune donnée sur les contenus estérifiés n’a pu être obtenue et l’effet des 

inactivations géniques sur les contenus en cholestérol estérifié reste inconnu. Une analyse plus 

spécifique en spectrométrie de masse devrait apporter des informations pertinentes sur ce 

point. 

II.3. Métabolisme oxydatif et métabolisme de l’azote dans les cellules 

déficientes 

 Concernant les principaux gènes impliqués dans l’activité anti-oxydante (au niveau du 

peroxysome), la catalase (Cat) et la « glutathione peroxidase 4 » (Gpx4) semblent présenter 

les dérégulations les plus importantes (Figure 14).  

 

Figure 14 : Gènes différentiellement exprimés associés au métabolisme oxydatif et à la synthèse du 

NO des cellules BV-2 WT et des cellules déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou 

ACOX1 avec ou sans LPS 

« Heatmap » présentant le nombre de « reads » normalisés pour chaque gène (z score par ligne) pour 

chaque génotype en condition standard et en condition LPS. Le seuil de significativité pour les 

différences d’expression est fixé tel que : p value ajustée <0.05  
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 De très faibles variations sont observées entre les cellules BV-2 WT et les cellules 

déficientes en ABCD1 et ces variations semblent plus marquées dans les cellules déficientes 

en ACOX1. 

 L’expression de la majorité de ces gènes semble être régulée positivement en réponse 

au LPS. De façon surprenante, la baisse de l’activité catalase mise en évidence dans les 

cellules BV-2 WT préalablement traitées avec du LPS (Saih, Andreoletti et al. 2017) ne 

semble pas corrélée au profil transcriptomique de ces cellules. L’augmentation de l’activité 

catalase observée dans les cellules microgliales Acox1
-/-

 et sa surexpression considérable en 

réponse au LPS ne sont pas encore expliquées mais pourraient traduire un important défaut du 

métabolisme oxydatif vraisemblablement exacerbé en condition inflammatoire. 

 Le métabolisme de l’azote et la synthèse du NO semblent légèrement affectés par une 

faible augmentation de l’expression de l’iNOS (NOS2), induite en réponse au LPS (Figure 

14). En l’absence de LPS, l’expression des enzymes concurrente iNOS et Arg1 est 

étonnamment corrélée, et plus forte dans les cellules déficientes en ABCD2 et ACOX1. Une 

contribution des NOS constitutives calcium-dépendantes, principalement la NOS neuronale 

(NOS1), est aujourd’hui suggérée dans la génération d’une réponse inflammatoire dans les 

macrophages (Baig, Zaichick et al. 2015). Sa surexpression dans les cellules microgliales 

déficientes en ABCD1 et ABCD1/ABCD2 joue potentiellement un rôle important dans 

l’initiation d’une réponse délétère qui reste à définir.  
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Figure 15 : Métabolisme de la L-arginine et synthèse du NO par les cellules microgliales BV-2 WT 

et des cellules déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1 avec ou sans LPS. 

Les niveaux d’expression des gènes Nos2 et Arg1 sont mesurés par RTqPCR dans les cellules BV-2 

WT et Acox1
-/-

, normalisés à l’expression du gène de ménage 36B4 puis rapportés au niveau 

d’expression dans les cellules BV-2 WT en conditions standard (n=3) (A). L’expression d’iNOS a 

également été évaluée par Western Blot. Les valeurs obtenues par analyse densitométrique sont 

rapportées aux valeurs de β-actine (n=1) (B). La production de NO, reflétées par la concentration en 

NO2 dans le surnageant de culture sont mesurées à l’aide du réactif de Griess et exprimées en µM 

rapportées aux contenus protéiques (n=3) (C).  

 

 Les résultats d’expression de Nos2 et Arg1 ont pu être confirmés dans la microglie 

Acox1
-/-

 par une analyse en RT-qPCR (Figure 15A). Une analyse préliminaire du niveau 

protéique en iNOS a été réalisée en Western Blot (n=1) (Figure 15B). En l’absence de LPS, la 

présence de l’iNOS n’est pas détectable. En présence de LPS, le taux d’iNOS semble plus 

important dans les cellules déficientes en ABCD1 et peu altéré dans les autres cellules 

déficientes par comparaison aux cellules WT. Ces résultats bien que peu corrélés avec ceux de 

l’analyse RNAseq ont pu être confortés par des résultats de mesure de NO. Pour cela, la 

concentration en nitrite dans le surnageant de culture, reflétant fortement la synthèse du NO 
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par les cellules microgliales dans ces conditions, a pu être dosé à l’aide du réactif de Griess. 

Très faiblement produit par les cellules en l’absence de LPS, le NO est libéré de façon plus 

importante par les cellules déficientes en ABCD1 et ABCD1/ABCD2 préalablement activées 

par le LPS (Figure 15C). 

II.4. Réponse inflammatoire et sécrétion cytokinique des cellules 

déficientes 

 La réponse immunitaire et la plasticité des cellules déficientes en ABCD1, ABCD2, 

ABCD1/ABCD2 ou en ACOX1 semblent fortement dérégulées au vu de la première analyse 

de « Gene Ontology ». L’analyse d’enrichissement effectuée en « KEGG pathway » a 

également permis d’observer un enrichissement significatif pour le terme « Cytokine-cytokine 

receptor interaction ». Avant l’obtention de ces résultats, des premières mesures de sécrétion 

de cytokines des BV-2 WT et Acox1
-/-

 ont pu être réalisées par dosage par cytométrie en flux 

(« cytometric bead array ») dans les surnageants de culture (Figure 16A) et complétées par 

des analyses d’expression par RTqPCR (Figure 16B). Les observations effectuées concernent 

des cytokines classiquement associées à une réponse pro-inflammatoire (IL-1β, IL-6, TNFα, 

IFNγ) ou anti-inflammatoire (IL-10) ainsi que les chimiokines CCL2 et CCL3. Les résultats 

préliminaires des dosages par cytométrie en flux montrent une absence globale de différence 

de sécrétion en absence de LPS entre les deux génotypes (Figure 16A). En réponse au LPS, 

on note une augmentation globale de la sécrétion des cytokines (Figure 16A). L’augmentation 

de la sécrétion d’IL-1β, IFN, IL-10 est légèrement plus forte dans les cellules Acox1
-/-

 alors 

que celle de l’IL-6 est en revanche moins prononcée. Les différences les plus nettes 

concernent la sécrétion de TNFα et de CXCL2. La sécrétion de CXCL2 n’est que très 

faiblement induite par le LPS dans les cellules WT alors qu’elle est massivement augmentée 

dans les cellules Acox1
-/-

. L’augmentation de la sécrétion de TNFα en réponse au LPS, 

retrouvée dans les cellules WT et les cellules Acox1
-/-

, est plus marqué dans les cellules 

déficientes. 
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Figure 16 : Analyse des cytokines secrétées par les cellules microgliales BV-2 WT et déficientes en 

ACOX1. 

Les sécrétions d’IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-10, TNFα et CXCL2 dans le surnageant des cellules BV-2 WT et 

Acox1
-/-

 en condition standard et en condition LPS sont mesurées par dosage par cytométrie en flux 

(« Cytometric Bead Array ») et exprimées en pg/ml de surnageant de culture (A) (n=1). Les niveaux 

d’expression des gènes Il1b, Il6, Il10, Tnf, Ccl2 et Ccl3 sont mesurés par Reverse Transcriptase PCR 

quantitative, normalisés à l’expression du gène de ménage 36B4 et rapportés au niveau d’expression 

dans les cellules BV-2 WT en conditions standard (n=3) (B). Les sécrétions de la chimiokine CCL2 

sont mesurées par ELISA et exprimées en pg/ml de surnageant de culture rapportées aux contenus 

protéiques cellulaires (n=1) (C). 

 

 Les mesures d’expression en RTqPCR n’ont pour l’instant été effectuées que dans les 

cellules Acox1
-/-

. Les résultats sont relativement bien corrélés avec les premières observations.  

Une élévation du taux plasmatique de TNFα chez les patients atteints de CALD a été observée 

et cette cytokine semble jouer un rôle majeur dans l’inflammation cérébrale chez ces patients. 

Le TNFα, secrété par la microglie déficiente, est fortement susceptible d’affecter la viabilité 

des oligodendrocytes au sein de la substance blanche (McGuinness, Griffin et al. 1995).  
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 Une première mesure de la sécrétion de CCL2 a été réalisée par ELISA dans toutes les 

cellules déficientes. L’augmentation de la sécrétion en réponse au LPS est nettement plus 

forte dans les cellules déficientes en ABCD1 et en ABCD1/ABCD2 (Figure 16C). Sans 

contribuer directement à l’inflammation, cette chimiokine est impliquée dans le recrutement 

des cellules microgliales et des macrophages au niveau central. Une augmentation de son 

expression a pu être observée dans les plaques inflammatoires de la CALD (Paintlia, Gilg et 

al. 2003). Son action bénéfique ou délétère dans la pathologie reste à déterminer.  

 Une analyse de regroupement des principaux gènes de cytokines dérégulés permet 

d’observer des motifs d’expression différents entre les cellules BV-2 déficientes (Figure 17). 

Une plus forte expression des gènes Il-6, Il-34, Il1rn, Ccl2, Ccl7, Ccl9 est observée dans les 

cellules déficientes en ABCD1 et en ABCD1/ABCD2. En parallèle, l’expression des gènes Il-

1β, Il-1α, Tnf, Cxcl2, Ccl3 et Il-10 est plus importante dans les cellules déficientes en ACOX1 

en réponse au LPS (Figure 17). 

Figure 17 : Gènes de cytokines différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 déficientes en 

ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1. 

« Heatmap » présentant le nombre de « reads » normalisés pour chaque gène (z score par ligne) pour 

chaque génotype en condition standard et en condition LPS. L’algorithme de regroupement 

hiérarchique selon une corrélation de Pearson des distances moyennes est représenté par un 

dendrogramme. Les analyses ont été réalisées à l’aide de la base de données bioinformatique DAVID 

6.8. Le seuil de significativité est fixé tel que : p value ajustée <0.05. 
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II.5. Fonction de phagocytose des cellules déficientes 

 Les peroxysomes semblent jouer un rôle essentiel au cours des processus de formation 

des phagosomes par la cellule. Ces processus dynamiques complexes dépendent notamment 

de la capacité de la membrane à former des invaginations et de sa fluidité. Son enrichissement 

en AG mono et polyinsaturés ou en cholestérol semble affecter la capacité de phagocytose des 

cellules (Schroeder and Kier 1983, Williams, Cauvi et al. 2016). Outre la modification des 

propriétés physicochimiques membranaires par les lipides, la phagocytose peut être modulée 

par différents mécanismes encore mal connus qui dépendent de changements 

transcriptionnels. Dans les cellules BV-2, le terme « Phagosome » identifié grâce à l’analyse 

« KEGG pathway » dans les 4 lignées cellulaires déficientes indique une dérégulation de ces 

processus.  

 Parmi les gènes dérégulés associés au terme « Phagosome », plusieurs codent pour des 

récepteurs « scavenger » (Cd36, Cd68), des protéines de la cascade du complément (dont le 

composant C3) et des récepteurs Fc (Fcgr2b, Fcgr3, Fcgr4). Les modifications des niveaux 

d’expression des gènes des différentes sous-unités de la tubuline, Tubb1, Tubb2a, Tubb2b, 

Tubb4a et Tuba4a semblent également indiquer des changements d’organisation du 

cytosquelette dont la dynamique est indispensable à la formation des phagophores. Enfin, 

l’expression d’un grand nombre de gènes codant pour des protéines du CMH de classe 1 est 

dérégulée dans chacun des clones déficients (Figure 18). En effet, les mécanismes de 

présentation antigénique dépendent fortement des capacités de phagocytose et de protéolyse 

des macrophages et ces variations d’expression pourraient refléter des anomalies de ces 

fonctions. 
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Figure 18 : Gènes différentiellement exprimés dans les cellules BV-2 déficientes en ABCD1, 

ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1, associés au terme de « KEGG pathway » « Phagosome » 

(mmu04145). 

« Heatmap » présentant le nombre de « reads » normalisés pour chaque gène (z score par ligne) pour 

chaque génotype en condition standard et en condition LPS. L’algorithme de regroupement 

hiérarchique selon une corrélation de Pearson des distances moyennes est représenté par un 

dendrogramme. Les analyses ont été réalisées à l’aide de la base de données bioinformatique DAVID 

6.8. Le seuil de significativité pour les différences d’expression est fixé tel que : p value ajustée <0.05 

et |log2(KO/WT)|>1. 
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 Afin de mieux appréhender la fonction de phagocytose de ces cellules, celles-ci ont été 

mises en présence de billes fluorescentes (FITC) et la phagocytose de ces billes a été évaluée 

par cytométrie en flux. Les cellules ont préalablement été activées ou non par le LPS et sont 

incubées en présence de billes de latex de 1 µm de diamètre avec un ratio de 200 billes / 

cellules pendant 1 heure à 37°C ou 4°C. Une mesure d’adsorption est effectuée sur les cellules 

incubées à 4°C, température à laquelle la dynamique du cytosquelette est inhibée et la 

formation des phagosomes impossible. L’adsorption des billes (4°C), très faible sur les 

cellules non activées, est nettement plus importante sur les cellules déficientes en ABCD2 et 

en ACOX1 préalablement activées par du LPS (Figure 19).  

Figure 19 : Etude de la capacité de phagocytose de billes fluorescentes des cellules microgliales WT 

et déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 et ACOX1, préalablement activées par LPS ou 

non. 

Le nombre de cellules ayant phagocytées ou adsorbées des billes fluorescentes (FITC) avec ou sans 

LPS est analysé par cytométrie en flux. Histogrammes et image illustrant les variations d’intensité de 

fluorescence corrélées aux nombres de billes phagocytées ou adsorbées par cellule (une expérience 

montrée parmi 3 répétitions indépendantes) (A).La moyenne du pourcentage de cellules positives est 

représentée avec écart-type. Les contrôles d’adsorptions sont effectués à 4°C, température à laquelle 

la polymérisation de l’actine et la phagocytose sont bloquées. Les différences significatives observées 

après ANOVA et ajustement de Bonferroni sont indiqués : ** P < 0.01 (B).  
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 Cette plus forte adsorption témoigne vraisemblablement d’une dérégulation 

d’expression de récepteurs membranaires aussi impliqués dans les processus de phagocytose. 

Les mesures effectuées à 37°C, sur les cellules préalablement traitées ou non avec du LPS, 

tendent à confirmer une prédisposition des cellules ABCD2 et ACOX1 déficientes à adsorber 

et/ou phagocyter ces billes. Cette différence est également corrélée à la surexpression de 

gènes codant des récepteurs membranaires impliqués dans le contrôle de ces mécanismes de 

phagocytose tel que CD68, MRC1 ou TREM2 dans ces cellules (Figure 12 et articles). Les 

surexpressions de TREM2 et CD68 ont déjà été mises en évidence dans la microglie de la 

moelle épinière de patients AMN et associées à une phagocytose anormale (Gong, Sasidharan 

et al. 2017). L’analyse transcriptomique montre également que l’expression des gènes Cx3cr1 

et Cx3cl1 est fortement réprimée dans tous les clones cellulaires déficients et ceci en absence 

comme en présence de LPS. Le récepteur CX3CR1 joue un rôle central dans la 

reconnaissance d’une perte d’homéostasie dans le SNC et dans la régulation des événements 

de phagocytose (Paolicelli, Bolasco et al. 2011). De façon surprenante, le phénotype observé 

dans les cellules déficientes en ABCD2 n’est pas présent dans les cellules déficientes en 

ABCD1/ABCD2. Il est probable que la présence d’une accumulation lipidique aberrante dans 

les cellules double-déficientes mais moins importante dans les cellules Abcd2
-/-

 influe sur les 

niveaux d’expression de ces protéines.  

 Des travaux récents ont mis en évidence l’importance des fonctions peroxysomales 

dans les mécanismes de phagocytose des macrophages chez la souris ou la drosophile (Di 

Cara, Sheshachalam et al. 2017). Le rôle du peroxysome dans la réponse immunitaire innée 

semble fortement lié à la génération d’ERO et de NO dans la cellule et à l’activation de la 

voie de stress p38 MAPK. L’expression dérégulée de plusieurs acteurs du métabolisme 

oxydatif du peroxysome, dont la catalase, ainsi que l’altération de la voie de signalisation 

MAPK indiquée par l’étude de « KEGG pathway » (Tableau 6) dans les cellules BV-2 

déficientes semblent être en accord avec ces résultats. 

 Des expériences complémentaires ont été initiées pour évaluer la capacité de ces 

cellules à phagocyter des débris cellulaires, débris provenant de la lignée murine 

oligodendrocytaire 158N induite en apoptose par un stress UV. Cependant, les résultats 

obtenus jusque-là sont difficilement interprétables et des travaux de mise au point restent à 

apporter quant à l’induction de la réponse apoptotique des cellules 158N et l’identification de 

la réponse microgliale. L’exposition de phosphatidylsérine sur le feuillet externe des 

membranes plasmiques, conséquence de l’apoptose, reconnue comme « eat-me signal » par la 
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microglie, est supposée induire une réponse cellulaire plus spécifique probablement altérée 

dans la microglie déficiente. 
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II.6. Fonction de présentation antigénique des cellules déficientes 

 La surexpression du récepteur Mrc1 dans les cellules Abcd2
-/-

 et Acox1
-/-

 semble 

confirmée par une analyse par cytométrie en flux (Figure 20). L’expression de ce marqueur de 

surface est généralement associée à un phénotype alternatif ou anti-inflammatoire M2 des 

cellules microgliales. Cependant, une surexpression de marqueur associée à un phénotype 

pro-inflammatoire comme le récepteur à l’interféron IFNAR1 semble également se distinguer 

et suggère davantage un phénotype d’activation non-classique dans ces mêmes cellules. 

Par ailleurs, la surexpression de protéines membranaires responsables de la présentation 

antigénique (CMH de classe 1/H2-Kb et CMH de classe 2) ou de la co-stimulation 

lymphocytaire (CD40, CD80) a pu être observée grâce à ces analyses de cytométrie en flux. 

Les analyses des marqueurs membranaires par cytométrie en flux pour les cellules BV-2 WT 

indiquent une importante hétérogénéité au sein de cette population cellulaire et requiert donc 

une interprétation précautionneuse de ces résultats.  
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Figure 20 : Analyse d’expression des marqueurs de surface des cellules microgliales BV-2 WT et 

déficientes en ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1. 

Le niveau d’expression des marqueurs de surface pro-inflammatoire (IFNAR1), anti-inflammatoire 

(Mrc1) ou de présentation antigénique et co-stimulation lymphocytaire (CMH de classe II, CD40, 

CD80, CD86, CMH de classe I (H2Kb)) est évalué par cytométrie en flux (A). « Heatmap » présentant 

le nombre de « reads » normalisés pour chaque gène (z score par ligne) pour chaque génotype en 

condition standard et en condition LPS (B). 
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 Bien qu’une présentation anormale d’antigènes de nature lipidique aux lymphocytes 

NKT par le biais du CD1d soit suggérée dans l’X-ALD et par nos résultats (article 

« CRISPR/Cas9-mediated knockout of Abcd1 and Abcd2 genes in BV-2 cells: novel 

microglial models for X-linked Adrenoleukodystrophy »), une potentielle dérégulation de la 

présentation antigénique par le CMH de classe 1 n’est pas encore connue. Même si aucun 

élément de sa physiopathogenèse ne permet de comparer l’X-ALD à une maladie auto-

immune, la présentation par le CMH de classe 1 est également un moyen de présentation 

croisée d’antigènes du microenvironnement extracellulaire par les phagocytes aux 

lymphocytes T CD8+ (Rock and Shen 2005). L’induction d’une réponse immunitaire par la 

microglie, par ce moyen, en réponse à une mort cellulaire reste donc à explorer. Par ailleurs, 

la présentation antigénique par le CMH de classe 1 fait intervenir une machinerie importante 

depuis le RE et un important trafic vésiculaire depuis la formation des endosomes qui 

semblent perturbés dans les cellules BV-2 déficientes. 

 L’existence de telles anomalies a ainsi été évaluée plus spécifiquement dans le cadre 

d’un essai fonctionnel de présentation aux lymphocytes T CD8+. Les lymphocytes T de souris 

transgéniques OT-1 présentent un récepteur de cellule T (TCR) modifié pour reconnaître 

spécifiquement l’ovalbumine (OVA). Les lymphocytes T CD8+ des ganglions cervicaux, 

inguinaux et péritonéaux et des splénocytes de souris femelles OT-1 adultes ont été isolés à 

l’aide d’un kit de séparation magnétique des cellules CD8+ (MACS). Ces lymphocytes T 

primaires naïfs ont été incubés et chargés par la sonde calcique PBX préalablement à leur 

mise en contact avec les cellules présentatrices. En parallèle, les cellules microgliales BV-2 

WT ou KO, préalablement stimulées ou non par le LPS pendant 24 h, sont incubées pendant 2 

h en présence de l’octapeptide SIINFEKL de l’ovalbumine à la dose de 1 µM pour permettre 

sa présentation par le CMH de classe 1 H2-Kb. Les lymphocytes sont alors lentement déposés 

à la surface des cellules BV-2 présentatrices et la surveillance de l’activation lymphocytaire 

est effectuée par microscopie confocale à 37°C pendant environ 1 h sur un champ couvrant 

une centaine de cellules (Figure 21A). La réponse calcique des lymphocytes est alors analysée 

en post-acquisition et filtrée par un programme automatisé (« Methods for Automated and 

Accurate Analysis of Cell Signals » (MAAACS)), développé par l’équipe d’Hai-Tao He et 

Didier Marguet au CIML (Salles, Billaudeau et al. 2013). Les résultats des analyses obtenus à 

l’aide de MAAACS sont présentés sous-forme de code-barres (Figure 21B).  

 Les expériences contrôles réalisées sur les cellules BV-2 WT ne présentant pas le 

peptide OVA valident l’absence de signaux calciques dans les cellules lymphocytaires sans 

reconnaissance spécifique de la présentation par le CMH de classe 1 (Figure 21B). La plus 



 

121 

forte expression du répertoire de molécule permettant la présentation lymphocytaire en 

réponse au LPS semble suffisante pour induire les réponses calciques d’un plus grand nombre 

de lymphocytes et de plus fortes amplitudes des réponses calciques. Cette condition a ainsi été 

reproduite pour l’ensemble des génotypes pour permettre leurs comparaisons. 

 

Figure 21 : Analyse de la présentation antigénique des cellules microgliales WT et déficientes en 

ABCD1, ABCD2, ABCD1/ABCD2 ou ACOX1. 

Présentation du peptide OVA par le CMH de classe I des cellules microgliales et mesure du flux 

calcique de lymphocytes T CD8+ naïfs. Les cellules microgliales BV-2 WT ou KO sont préalablement 

activées par du LPS (22 h) puis chargées avec le peptide OVA pendant 2h. Des lymphocytes T CD8+ 

isolés de souris OT-1 sont chargés avec une sonde calcique et mis au contact des cellules microgliales 

présentatrices. Le flux calcique mesuré (fluorescence verte) en microscopie confocale est associé à la 

reconnaissance du peptide OVA présenté par le CMH de classe I des cellules BV-2 (A). Une analyse 

automatisée des signaux calciques enregistrés au cours du temps “Methods for Automated and 

Accurate Analysis of Cell Signals” (MAAACS) permet ensuite de quantifier l’activation lymphocytaire 

(B). Les « bar codes » représentent l’intensité de la réponse calcique lymphocytaire au cours du temps 

(nombre de lymphocytes suivis en ordonnée et temps en min en abscisse). La dynamique de la réponse 

calcique (unique, oscillante ou maintenue) et les amplitudes des réponses calciques sont représentées 

sous forme d’histogramme et de nuage de point respectivement. 
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 La capacité des cellules BV-2 WT et KO à induire une transduction du signal dans les 

cellules T par ce type de présentation et dans ces conditions semble effective à l’exception des 

cellules déficientes en ABCD2. Il sera nécessaire de répéter cette expérience afin de 

confirmer ces résultats préliminaires. Il faudra notamment contrôler l’absence d’un artefact 

expérimental responsable de ce résultat surprenant. En effet, les cellules BV-2 semi-

adhérentes ne forment pas de tapis cellulaire uniforme et il est possible qu’un problème lié au 

suivi en vidéo-microscopie pour l’acquisition sur cette condition ne reflète pas la capacité des 

cellules Abcd2
-/-

 à induire une réponse spécifique des cellules T.  

 Outre l’importante variation observée avec les cellules Abcd2
-/-

, la dynamique des 

fluctuations calciques des cellules lymphocytaires semble peu influencée par le génotype des 

cellules présentatrices. Toutefois l’intensité de cette réponse est légèrement augmentée en 

réponse à la stimulation des cellules BV-2 déficientes en ABCD1, ABCD1/ABCD2 ou 

ACOX1.  

 Ces résultats, s’ils sont confirmés, pourraient aboutir à une relecture de la présence 

d’infiltrats de lymphocytes T CD8+ régulièrement mis en évidence dans la CALD (Ito, 

Blumberg et al. 2001). Supposés être la conséquence d’une présentation lipidique anormale 

par le biais du CD1d, la présence de ces infiltrats pourrait être en lien avec une présentation 

anormale par les cellules microgliales via le CMH de classe 1 et mériterait donc une 

investigation plus poussée. 

II.7. Propriétés de diffusion latérale des membranes des cellules 

déficientes 

 Outre ces dérégulations d’expression, les défauts lipidiques observés dans les cellules 

déficientes sont également suspectés d’altérer les propriétés physico-chimiques des 

membranes cellulaires. Les teneurs en cholestérol des membranes et la présence de domaines 

riches en sphingolipides apportent une certaine hétérogénéité membranaire favorisant ou 

régulant les interactions des protéines membranaires. L’organisation latérale des membranes 

et la capacité de diffusion des molécules qui la composent régulent de nombreuses fonctions 

biologiques et la transduction du signal dans la cellule (Lasserre, Guo et al. 2008). 

  Afin de mesurer les changements d’organisation membranaire des cellules 

microgliales déficientes, des mesures de diffusion latérale ont été effectuées par une approche 

non-invasive de spectroscopie de corrélation de fluorescence à variation de spot (« spot 

variation fluorescence correlation spectroscopy » ou svFCS). Le principe général de la FCS 
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repose sur l’enregistrement des fluctuations de fluorescence pour un temps défini et pour une 

surface confocale d’illumination donnée (défini en tant que « Waist » en µm²). 

L’interprétation de ces fluctuations de fluorescence apporte des informations sur la 

dynamique des molécules observées selon leurs diffusions, leurs interactions ou leurs 

réactions chimiques. En faisant varier les surfaces confocales (svFCS), il est possible 

d’analyser les temps de diffusion en fonction de l’aire observée. Ces analyses permettent alors 

le tracé d’une loi de diffusion et l’obtention de deux paramètres pertinents que sont le t0 

(temps calculé à l’ordonnée à l’origine) et le coefficient de diffusion effectif Deff (Figure 22B). 

Plusieurs modèles prédictifs des caractéristiques de diffusion des molécules à la membrane 

plasmique ont été déterminés et permettent d’interpréter ces deux paramètres (Figure 22B). Le 

matériel nécessaire à ces analyses et la méthodologie employée pour l’obtention de ces 

paramètres ont été décrits en détail par Mailfert et ses collaborateurs (Mailfert, Hamon et al. 

2017).  

 Les cellules BV-2 WT ou KO ont été transfectées et sélectionnées pour exprimer 

stablement une protéine chimérique composée des 12 premiers acides aminés de la protéine 

Lck fusionnée à une EGFP (Figure 22A). La protéine Lck présente des sites de palmitoylation 

et de myristoylation et est ainsi connue pour interagir avec les domaines lipidiques 

membranaires ou « radeaux lipidiques » (« lipid raft ») (Stenberg, Pestina et al. 1997). Cette 

protéine est donc principalement localisée au feuillet interne de la membrane plasmique 

(Figure 22A). 
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Figure 22 : Analyse de l’organisation latérale membranaire des cellules BV-2 WT et déficientes en 

ABCD1 ou en ABCD2 par spectroscopie à corrélation de fluorescence et variation de spot (svFCS). 

Les cellules BV-2 WT ou déficientes en ABCD1 ou en ABCD2 (cellules non montrées) sont 

transfectées puis sélectionnées pour exprimer stablement la protéine chimérique préférentiellement 

localisée dans les radeaux lipidiques membranaires Lck1-12::EGFP (A). La diffusion latérale de la 

sonde rafteuse membranaire fluorescente est mesurée par FCS et les temps de diffusion calculés pour 

chaque taille de spot permettent ainsi de tracer une loi de diffusion. Des modèles théoriques sont 

utilisés pour prédire l’organisation latérale membranaire et les contraintes rencontrées (diffusion 

libre de la sonde, présence de nanodomaines isolés, ou d’un maillage membranaire)(B). Ces lois de 

diffusion ont pu être calculées pour les cellules BV-2 WT ou déficientes en ABCD1 (D1KO) ou 

ABCD2 (D2KO) préalablement traitées ou non avec du LPS (C). 
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 Les cellules sont cultivées en milieu délipidé (OptiMEM, Nutridoma 1%) et traitées 

avec ou sans LPS pendant 24 h avant d’effectuer les mesures de svFCS. Les temps de 

diffusion de la protéine chimérique EGFP ont alors été mesurés pour 4 à 6 « Waist » par 

condition et sont représentés sous la forme d’une loi de diffusion tracée pour chaque condition 

(Figure 22C). L’obtention d’un t0 positif pour chaque condition semble indiquer une 

organisation membranaire de type nanodomaines isolés ou radeaux lipidiques. Le coefficient 

de diffusion mesuré pour la sonde « rafteuse » dans les cellules BV-2 WT est affecté par 

l’activation de ces cellules en présence de LPS et indique un changement d’organisation 

latérale de la membrane plasmique dans ces conditions. De façon intéressante, bien que des 

paramètres comparables aient pu être calculés dans les cellules BV-2 déficientes en ABCD1 

ou ABCD2, ces changements d’organisation membranaire en réponse au LPS ne sont pas 

observés. Il semble très probable qu’une réorganisation des membranes en réponse à un 

stimulus inflammatoire permette aux cellules microgliales de répondre efficacement à ce 

stress notamment par le biais de voie de signalisation dépendant de cette organisation 

membranaire. Le défaut observé dans les cellules Abcd1
-/-

 et Abcd2
-/-

 en réponse au LPS 

apparaîtrait alors comme un effet majeur du défaut métabolique peroxysomal avec des 

répercussions considérables sur leur capacité à transduire des signaux essentiels pour la 

physiologie cellulaire ou une réponse immunitaire adaptée. 
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 Ces mêmes mesures n’ont pas encore pu être réalisées dans les cellules Acox1
-/-

 et 

Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

 mais seraient d’un grand intérêt afin d’évaluer un effet plus direct de 

l’accumulation d’AGTLC sur l’organisation latérale des membranes et dans le contexte 

physiopathologoqique des leucodystrophies peroxysomales. Enfin, une évaluation du 

comportement de protéines membranaires par le biais de fragment de liaison antigénique 

(Fab) ou d’autres sondes présentant une affinité différente pour les radeaux lipidiques 

permettrait de mieux appréhender les réorganisations membranaires auxquelles les cellules 

BV-2 WT ou déficientes sont soumises, notamment en réponse au LPS. 
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DISCUSSION GENERALE 

Limitations des modèles cellulaires 

 L’une des principales limitations des observations présentées dans ces travaux est liée 

à l’utilisation d’un seul clone déficient pour chaque génotype. Une confirmation des résultats 

dans des clones présentant des mutations distinctes aurait permis de consolider nos 

conclusions et d’écarter le risque d’interprétations erronées en lien avec un « effet clone ». 

C’est dans ce but que l’on pourrait envisager de réexprimer les protéines manquantes dans 

chacune des lignées déficientes afin de vérifier si l’on récupère le phénotype WT dans ces 

cellules. Ces expériences de « rescuing » par transfection permettant une expression 

transitoire de la protéine déficiente dans les cellules mutées font partie des contrôles prévus 

lors de futures expériences. Une validation des effets attribués aux déficiences peroxysomales 

sera dans tous les cas nécessaire sur un autre modèle expérimental, in vitro ou in vivo. Des 

collaborations avec les équipes possédant des souris déficientes en MFP2 (lab. M. Baes 

Leuven) ou en ABCD1/ABCD2 (lab. A. Pujol Idibel) sont envisagées pour valider certains 

résultats dans la microglie primaire de ces souris. Une stratégie d’inactivation génétique 

similaire dans des cellules humaines (lignée monocytaire THP-1 par exemple) pourrait 

également être envisagée. Ces modèles représentent toutefois un moyen simple d’utilisation, 

rapide et efficace d’observer les effets des défauts métaboliques peroxysomaux dans la 

microglie.  

 Dans les perspectives envisagées, il est aussi prévu de tester l’influence des cellules 

microgliales déficientes, en co-culture ou en utilisant des milieux conditionnés, sur des 

oligodendrocytes 158N. La stratégie CRISPR/Cas9, les outils et les protocoles mis en place, 

ayant démontré leur efficacité sur cellule murine, il sera tentant d’obtenir des 

oligodendrocytes 158N mutés sur les gènes Abcd1, Abcd2 et Acox1 de façon à réaliser des 

expériences « en miroir » (cellule microgliale WT et oligodendrocyte muté) ou des 

expériences mimant une situation de déficience peroxysomale multiple pour étudier 

l’incidence de ces dysfonctionnement sur les aspects de communication cellulaire. Les 

mutations des gènes Abcd1, Abcd2 et Acox1, dans une lignée lymphocytaire murine a 

également été initié au CIML. 
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Conséquences métaboliques des inactivations peroxysomales dans les 

cellules microgliales 

 L’inactivation des transporteurs ABCD1 et ABCD2 ou de l’enzyme ACOX1 dans les 

cellules microgliales a, comme attendu, eu pour conséquence métabolique une accumulation 

d’AGTLC (C26:0, C24:0, C26:1 et C24:1). Cette accumulation d’AGTLC est la 

caractéristique biochimique principale des leucodystrophies peroxysomales et confirme donc 

le déficit de β-oxydation peroxysomale dans ces cellules microgliales. Les modèles cellulaires 

simple-déficients en ABCD1 ou ABCD2 ne présentent pas d’accumulation d’AGTLC. 

L’absence d’accumulation d’AGTLC très probablement attribuable à la redondance 

fonctionnelle de ces deux transporteurs confirme donc l’importance d’une expression 

compensatrice d’ABCD2 dans l’X-ALD. Les cellules déficientes pour les deux transporteurs 

ABCD1 et ABCD2 semblent donc être un modèle pertinent au vu de l’absence d’expression 

d’ABCD2 dans les cellules myéloïdes chez l’Homme. Ces différences d’expression d’ABCD2 

entre l’Homme et la souris pourraient contribuer en partie à expliquer le phénotype moins 

sévère présent chez la souris déficiente en ABCD1, comme cela a déjà été suggéré (Muneer, 

Wiesinger et al. 2014). Cependant, une altération du métabolisme lipidique est remarquée 

dans toutes les cellules déficientes indépendamment de l’accumulation d’AGTLC. La baisse 

notable du contenu en EPA dans toutes ces cellules et le déséquilibre plus important du 

contenu en AG polyinsaturés n-3 et n-6 dans les cellules déficientes en ABCD1, certainement 

en conséquence de réponses transcriptionnelles spécifiques, n’ont pas encore été explorés. 

Une analyse des docosanoïdes et eicosanoïdes libérés par ces cellules serait d’un grand intérêt 

au vu de ces changements. Une implication de tels médiateurs lipidiques a déjà été suggérée 

dans l’AMN mais leur rôle dans la réponse neuro-inflammatoire de la CALD n’a jamais été 

observé (Ruiz, Jove et al. 2015). 

 Une accumulation lipidique importante semble résulter de la déficience en ABCD1 et 

est également mise en évidence par une élévation considérable du niveau de cholestérol total 

dans la cellule. Sa très forte accumulation sous forme estérifiée aux AGTLC semble jouer un 

rôle important dans les lésions démyélinisantes de la CALD et il est tout à fait possible que les 

mesures effectuées après saponification reflètent essentiellement son accumulation sous forme 

estérifiée (Paintlia, Gilg et al. 2003). La présence d’esters de cholestérol semble confirmée par 

l’analyse ultra-structurale et par une plus forte intensité du marquage Oil Red O dans les 

cellules Abcd1
-/-

 et Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

, colorant présentant une plus forte affinité pour les lipides 

neutres et le cholestérol sous sa forme estérifiée. De façon surprenante, cette accumulation de 
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cholestérol est observée également en l’absence d’accumulation d’AGTLC et suggère donc un 

rôle plus spécifique du transporteur ABCD1 dans ces régulations. Par ailleurs, ce marquage 

réalisé dans un second clone déficient en ABCD1 semble démontrer le même phénotype 

d’accumulation lipidique écartant l’hypothèse d’un effet clone-dépendant. L’utilisation d’un 

marqueur du cholestérol tel que la filipine serait nécessaire afin d’avoir davantage 

d’informations sur ces anomalies et sa répartition dans la cellule. 

 Ces résultats questionnent ainsi les conséquences de l’accumulation d’AGTLC dans 

les pathologies peroxysomales. De façon intéressante, l’absence de PEX19 chez la drosophile, 

entraînant l’absence de peroxysome, est responsable d’un déficit en AG à chaîne moyenne et 

d’une élévation de la lipolyse. Le phénotype sévère alors observé dans ce modèle ne dépend 

pas de l’accumulation d’AGTLC (Sellin, Wingen et al. 2018). 

 Encore aujourd’hui, l’hypothèse expliquant les processus pathogéniques observés dans 

l’X-ALD (CALD, AMN et insuffisance surrénale) repose sur la toxicité attribuée à 

l’accumulation d’AGTLC. Cependant, le transporteur ABCD1 semble en mesure de 

transporter une importante variété d’AG activés et sa fonction associée à la seule importation 

d’AGTLC au sein du peroxysome telle qu’elle a été définie repose essentiellement sur des 

observations indirectes (Aubourg 2015). Son implication dans d’autres mécanismes de 

transport dans la cellule ou d’autres processus métaboliques, a déjà été suggérée mais reste à 

explorer (Chu, Liao et al. 2015). Une caractérisation plus spécifique des métabolites 

lipidiques ou intermédiaires de voie de biosynthèse affectés par le défaut en ABCD1 dans ces 

cellules devrait être envisagée. Si l’expression d’ABCD2 permet de compenser 

l’accumulation d’AGTLC dans ces cellules, son expression ne permet peut-être pas de 

compenser le défaut lipidique majeur qui semble être engendré par la déficience en ABCD1. 

Si cela s’avère être le cas, les stratégies thérapeutiques dans le contexte de l’X-ALD visant à 

une induction pharmacologique de l’expression d’ABCD2 pourraient être remises en cause. 

 De façon notable, la croissance des cellules BV-2 déficientes en ABCD1 ou 

ABCD1/ABCD2 est impactée dès 48 h de culture, temps auquel la plupart des analyses, dont 

les analyses lipidiques, ont été effectuées. Si cet effet est probablement une conséquence du 

défaut métabolique, il est possible que la différence de densité cellulaire affecte également 

l’état métabolique des cellules ou leur contenu lipidique et soit responsable de certaines des 

différences observées. 

 De façon plutôt inattendue, le phénotype résultant du défaut de l’enzyme ACOX1, que 

l’on présumait plus sévère que celui de cellules déficientes en transporteurs ABCD1 et 

ABCD2, ne semble pas l’être. En effet, aussi bien l’accumulation d’AGTLC que les 
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anomalies ultra-structurales observées dans les cellules Acox1
-/-

 semblent moins sévères que 

celles des cellules Abcd1
-/-

/Abcd2
-/-

. Ces résultats posent donc la question de savoir si la β-

oxydation des AGTLC au sein du peroxysome ne dépend que de l’activité de l’ACOX1 dans 

les cellules BV-2. Afin de compléter cette étude, la génération de modèles BV-2 combinant 

des délétions complémentaires (une lignée triple-déficiente pour ABCD1, ABCD2 et ACOX1 

par exemple) pourrait être envisagée. D’autre part, le transporteur ABCD3, s’il présente une 

plus forte affinité envers les AG à chaîne branché, AG dicarboxyliques et précurseurs 

d’acides biliaires, est également compétent pour le transport d’AGTLC et pourrait permettre 

une compensation non-négligeable des défauts en ABCD1/ABCD2. L’inactivation combinée 

des 3 transporteurs ABCD1, ABCD2 et ABCD3 dans ces cellules pourrait aussi être d’un 

grand intérêt. 

 Une perturbation de l’homéostasie redox est très fortement suggérée par une 

expression et une activité élevée d’enzymes telle que la catalase dans ces cellules. Bien qu’il 

soit tentant de l’associer à une activité de β-oxydation peroxysomale déficiente, son origine 

n’est pas encore expliquée. Les tentatives de dosage des anions superoxydes dans ces cellules 

n’ont pas permis d’obtenir de résultats interprétables. Si cette perturbation venait à être 

confirmée, il serait intéressant d’évaluer son impact sur l’intégrité mitochondriale dans les 

cellules. 

Conséquences des inactivations peroxysomales sur la plasticité des 

cellules microgliales 

 Les défauts métaboliques observés sont également associés à des anomalies de la 

prolifération mitochondriale et peroxysomale. Une analyse du nombre et de la répartition des 

peroxysomes effectuée par microscopie confocale semble confirmer une importante 

prolifération peroxysomale dans les cellules BV-2 déficientes en ABCD1, ABCD2 ou 

ACOX1 (entre x1,7 et x2,2) par comparaison aux cellules WT. Ces dérégulations sont 

souvent décrites comme dépendantes de PPARα mais son expression très faible voire nulle 

dans les cellules microgliales BV-2 présuppose un autre mode de régulation. L’activation et la 

réponse inflammatoire de la microglie, comme dans les macrophages, passe par une 

importante reprogrammation métabolique et une régulation d’OXPHOS. En effet, dans ces 

cellules la génération d’ATP et de NADPH est essentielle pour permettre la génération d’une 

réponse immunitaire pro-oxydante (Kelly and O'Neill 2015). La prolifération mitochondriale 

et peroxysomale dans ces cellules pourrait traduire une altération de la capacité de ces cellules 
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à produire la réponse métabolique nécessaire. La faible accumulation de lactate et la baisse du 

taux de pyruvate dans les cellules déficientes en ABCD1, ABCD2 et ABCD1/ABCD2 

semblent confirmer une glycolyse dérégulée. Des analyses complémentaires dans ces cellules 

en présence de LPS seront nécessaires pour élucider ce point. Ces mécanismes sont régulés de 

façon bidirectionnelle avec la production de NO et sont couplés aux variations d’expression 

de nombreux marqueurs et cytokines inflammatoires (Orihuela, McPherson et al. 2016). 

 Les baisses d’expression des récepteurs P2RY12 et CX3CR1 dans toutes les cellules 

microgliales déficientes semblent être un bon indicateur de la perte de l’état homéostatique 

associée à la voie de signalisation TGFβ (Butovsky, Jedrychowski et al. 2014). Il est 

intéressant de noter que l’expression des gènes Apoe et Trem2 est négativement corrélée à 

cette signature homéostatique et associée à une réponse microgliale anormale dans plusieurs 

maladies neurodégénératives (Krasemann, Madore et al. 2017). La surexpression de Trem2 

dans ces cellules serait donc le signe d’une réponse microgliale pathologique. D’autre part, la 

surexpression des gènes Mrc1, Il4, Pparγ et Pgc1β semble traduire une polarisation altérée, 

davantage vers un phénotype M2, et est fortement susceptible d’expliquer les différences de 

phagocytose observées dans les cellules déficientes en ABCD2 ou ACOX1. Ce phénotype 

dans la microglie paraît davantage dépendant d’une plus forte activité de β-oxydation des AG. 

En parallèle, en réponse au LPS, un profil très particulier d’expression de cytokines est 

observé dans les cellules BV-2 déficientes en ABCD1 et ABCD1/ABCD2. Il semble dépendre 

d’une plus forte sécrétion de NO, d’IL-6 et de chimiokines (CCL2, CCL7, CCL9). Ce 

phénotype serait probablement davantage dépendant de la glycolyse (Byles, Covarrubias et al. 

2013).  

Un rôle pour mTORC1 dans l’apparition de ces phénotypes ? 

 Une implication du complexe mTORC1 apparaît alors comme une hypothèse 

attrayante pour expliquer un grand nombre des dérégulations observées dans les cellules 

microgliales déficientes. En effet, ce complexe joue un rôle central dans le contrôle de la 

polarisation des macrophages, de la respiration et du métabolisme cellulaire à travers 

plusieurs voies de signalisation dont la voie Akt (Byles, Covarrubias et al. 2013). Plusieurs 

hypothèses peuvent alors être proposées pour expliquer les événements observés dans ces 

cellules microgliales. Une signalisation entre le peroxysome et le complexe mTORC1 a été 

identifiée par l’intermédiaire du complexe « Tuberous Sclerosis Complex » (TSC). Une 

translocation du complexe TSC à la membrane peroxysomale par l’intermédiaire des 
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protéines PEX5 et PEX19 se produirait en réponse au stress oxydant généré par le 

peroxysome régulant alors l’activité de mTORC1 (Zhang, Kim et al. 2013). La perte 

d’homéostasie redox, qui semble résulter des déficiences en ABCD1, ABCD2 ou ACOX1, 

pourrait ainsi affecter l’activité de ce complexe. En parallèle, ce senseur de l’état métabolique 

de la cellule est activé de façon anormale en conséquence d’une accumulation lysosomale du 

cholestérol (Castellano, Thelen et al. 2017). Enfin, chez la souris, l’augmentation du contenu 

cellulaire en AG polyinsaturés n-3 induit une répression de l’activité de mTORC1 (Chen, 

Zhang et al. 2013). Les importantes dérégulations des contenus en AG polyinsaturés et 

cholestérol mesurées dans nos cellules semblent également en mesure d’affecter l’activité de 

ce complexe. Aucune régulation transcriptionnelle de cette voie n’a encore pu être identifiée 

mais des analyses biochimiques complémentaires seraient nécessaires pour étudier son 

implication potentielle, conduisant aux phénotypes observés dans les cellules BV-2 

déficientes. Une réponse autophagique délétère dans ces modèles n’a pas encore été évaluée 

dans nos modèles. L’expression dérégulée d’Atg13 observée dans les cellules microgliales 

déficientes pourrait potentiellement entraîner une pexophagie anormale et la prolifération 

peroxysomale observée en microscopie électronique. Une activité anormale de mTOR a 

récemment été proposée pour expliquer les anomalies métaboliques de l’X-ALD (Pujol 2016). 

Il serait alors intéressant d’évaluer les effets de modulateurs de l’activité de ce complexe, 

notamment certains inhibiteurs dérivés de la rapamycine, sur le phénotype des cellules 

déficientes. Le lien entre le défaut métabolique peroxysomal et une activité anormale du 

complexe mTORC1 dans les cellules microgliales, est proposé de façon synthétique dans la 

figure ci-dessous (Figure 23). 
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Figure 23 : Le complexe mTORC1 pourrait jouer un rôle central dans le défaut métabolique 

observé dans les cellules microgliales déficientes en ABCD1, ABCD2 ou ACOX1. 

Le défaut de métabolisme lipidique ou oxydatif peroxysomal dans la microglie pourrait modifier 

l’activation du complexe, en impliquant par exemple une interaction direct avec le peroxysome 

(Zhang, Kim et al. 2013) ou indirect avec d’autres organites cellulaires comme le RE ou le lysosome 

(Castellano, Thelen et al. 2017). 
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Conséquences des inactivations peroxysomales sur l’organisation 

membranaire des cellules microgliales 

 De façon intéressante, la réponse inflammatoire et la réponse au LPS des macrophages 

semblent très fortement dépendante de la biosynthèse des AG et du cholestérol. En effet, 

l’acétoacétyl-CoA produit par la « fatty acid synthase » (FASN) dans ces cellules est 

nécessaire à la synthèse du cholestérol et à la formation des radeaux lipidiques membranaires. 

L’organisation des radeaux lipidiques semble alors essentielle à la réponse au LPS par le 

TLR4 (Carroll, Zaslona et al. 2018). Les résultats obtenus dans les cellules microgliales 

déficientes en ABCD1 ou ABCD2 suggèrent justement une incapacité de ces cellules à 

réorganiser leurs membranes en réponse au LPS. Les changements d’organisation latérale de 

la membrane plasmique de ces cellules sont probablement en mesure d’altérer la transduction 

d’un grand nombre de signaux dans la microglie, dont ceux entraînant une réponse 

immunitaire adaptée. 

 La réponse antivirale semble également affectée dans les cellules microgliales 

déficientes en ABCD1 ou ABCD2 (Tableau 5) et celle-ci est fortement liée à la biosynthèse 

des AG et du cholestérol dans les macrophages à travers des mécanismes impliquant 

notamment SREBP2 (York, Williams et al. 2015). La réponse transcriptionnelle anti-virale, 

indépendante de la production d’IFN, fait notamment intervenir les protéines peroxysomales 

MAVS (Dixit, Boulant et al. 2010). Cette réponse anti-virale semble aussi associée à la 

synthèse enzymatique de 25HC dans les macrophages et probablement aussi à une 

réorganisation des membranes cellulaires. Il paraît alors intéressant de mettre en parallèle une 

réponse anti-virale altérée dans la microglie présentant un défaut du métabolisme 

peroxysomal et le rôle suggéré du 25-HC dans l’induction d’une réponse pro-inflammatoire 

dans l’X-ALD (Jang, Park et al. 2016). Une analyse plus approfondie de la réponse 

transcriptomique de la microglie déficiente en présence de 25HC permettra peut-être 

d’apporter une réponse pertinente à ce sujet. 
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CONCLUSION 

 En résumé, ces travaux mettent en évidence l’intérêt de techniques d’édition génique 

récentes comme CRISPR-Cas9 pour établir des modèles cellulaires expérimentaux et 

permettre d’explorer la fonction de gènes impliqués dans des maladies telles que l’X-ALD. 

L’inactivation des gènes Abcd1, Abcd2 ou Acox1 dans les cellules microgliales BV-2 est 

responsable d’un dérèglement métabolique important et caractérisé, de façon non-exhaustive, 

par une accumulation lipidique (d’AGTLC dans les cellules déficientes en ACOX1 et 

ABCD1/ABCD2 mais aussi de cholestérol et d’AG poly-insaturés dans les cellules déficientes 

en ABCD1 et ABCD1/ABCD2) par une perte de l’homéostasie redox, ainsi qu’une anomalie 

de prolifération mitochondriale et peroxysomale. Les résultats obtenus valident aussi l’intérêt 

de tels modèles cellulaires pour étudier les conséquences d’un dérèglement métabolique sur la 

réponse immunitaire des cellules microgliales et l’atteinte de leur plasticité. La perte de l’état 

homéostatique et l’expression de marqueurs caractéristiques d’un état activé dans ces cellules 

semblent être associées à une réponse au LPS, une activité de phagocytose et une présentation 

antigénique anormale. 

 Ces résultats suggèrent notamment une implication des gènes peroxysomaux Abcd1, 

Abcd2 et Acox1 dans la réponse métabolique des cellules microgliales à travers ; i) la 

reprogrammation métabolique qui permet à ces cellules de répondre de façon adaptée à un 

stimulus inflammatoire ou non, ii) la régulation et la biosynthèse de métabolites lipidiques 

indispensables à l’organisation de la membrane plasmique et à la transduction d’une 

signalisation appropriée. Enfin, ces résultats semblent démontrer une implication du 

transporteur ABCD1 dans d’autres fonctions que la simple régulation du taux d’AGTLC dans 

les cellules microgliales.  

 Ces travaux soulèvent ainsi de nombreuses questions auxquelles la plupart des études 

exploratoires présentées ici n’ont pas encore permis de répondre. Une analyse plus aboutie du 

profil transcriptomique de ces cellules et les travaux complémentaires envisagés (analyses des 

lipides complexes, analyses biochimiques des voies de signalisation affectées…) devraient 

néanmoins permettre d’apporter des explications substantielles aux mécanismes 

physiopathologiques de l’X-ALD. Les défauts identifiés dans ces modèles cellulaires seront 

également d’un grand intérêt dans l’optique de criblages pharmacologiques et dans le but de 

faire émerger des molécules à potentiel thérapeutique. 
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Titre: Inactivation génique des transporteurs ABCD1 et ABCD2 dans les cellules microgliales BV-2 : 

étude de la physiopathogenèse de l’adrénoleucodystrophie liée à l’X 

Mots clés : Adrénoleucodystrophie liée à l’X, ABCD1, Microglie, Peroxysome, CRISPR-Cas9 

Résumé : L’adrénoleucodystrophie liée à l’X (X-ALD) est une maladie neurodégénérative sévère 

caractérisée par une accumulation d’acides gras à très longue chaîne (AGTLC), conséquence d’un défaut de 

β-oxydation peroxysomale. La maladie est associée à l’absence de la protéine ABCD1, transporteur ABC du 

peroxysome qui, tout comme son homologue le plus proche, ABCD2, participe à l’import des AGTLC-CoA 

au sein du peroxysome, l’unique site de leur dégradation par β-oxydation. La compréhension des mécanismes 

physiopathologiques est aujourd’hui limitée par le manque de modèles expérimentaux pertinents, cellulaires 

ou animaux. Puisque le défaut peroxysomal dans la microglie apparaît comme un événement pathogénique 

majeur, nous avons généré des lignées de cellules microgliales incapables de transporter et/ou β-oxyder les 

AGTLC au sein du peroxysome. Quatre lignées cellulaires microgliales BV-2 déficientes en ABCD1, 

ABCD2, ABCD1 et ABCD2 ou ACOX1 (l’enzyme limitante de la β-oxydation peroxysomale) ont ainsi été 

générées par édition génique par CRISPR-Cas9. Ces cellules déficientes présentent d’importants défauts 

biochimiques, une accumulation d’AGTLC mais aussi des changements des contenus en acides gras et 

cholestérol. Les analyses ultrastructurales effectuées démontrent l’existence d’importantes inclusions 

lipidiques et indiquent également une augmentation du nombre de peroxysomes et mitochondries dans ces 

cellules. Les profils transcriptomiques signalent des altérations de la plasticité de ces cellules microgliales et 

de leur capacité de  reprogrammation métabolique en réponse à un stimulus inflammatoire. Les fonctions de 

phagocytose ou de présentation antigénique des cellules microgliales semblent être affectées par le défaut 

peroxysomal. Enfin, les résultats obtenus à l’aide de ces modèles suggèrent que l’altération du métabolisme 

lipidique peroxysomal modifie l’organisation des membranes cellulaires. Ces lignées cellulaires apparaissent 

donc comme des modèles prometteurs, d’un grand intérêt pour la compréhension de la physiopathologie et 

l’identification de cibles thérapeutiques de cette maladie neurodégénérative complexe. 
 

 

Title : ABCD1 and ABCD2 deficiency in BV-2 microglial cells: towards a better understanding of 

the physiopathogenesis of X-ALD 
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Abstract : X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a severe neurodegenerative disorder characterized by 

very-long-chain fatty acid (VLCFA) accumulation resulting from a peroxisomal β-oxidation defect. The 

disease is caused by mutations in the ABCD1 gene, which encodes for a peroxisomal half ABC transporter 

predicted, like its closest homologue ABCD2, to participate in the entry of VLCFA-CoA into the 

peroxisome, the unique site of their β-oxidation. Progress in understanding the physiopathogenesis of X-

ALD suffers from the lack of appropriate cell and animal models. Since peroxisomal defects in microglia 

seem to be a key element of the onset of the disease, we generated four microglial cell lines unable to 

transport and/or β-oxidize VLCFA into the peroxisome. BV-2 microglial cells were engineered with 

CRISPR-Cas9 to generate four microglial cell lines deficient in ABCD1, ABCD2, both ABCD1 and   

ABCD2 or ACOX-1 (the first rate-limiting enzyme of the peroxisomal β-oxidation system). Biochemical 

defects and lipid content changes associated with VLCFA accumulation but also fatty acids and cholesterol 

changes were identified in deficient microglia. Ultrastructural investigations confirmed cytosolic lipid 

inclusions and an increased number of peroxisome and mitochondria. Transcriptomic profiles of deficient 

microglia are indicative of an impaired plasticity and an impaired capacity to operate the metabolic shift 

required upon an inflammatory stimulation. Peroxisomal defect is likely to affect phagocytosis and antigen 

presentation capacity of microglia. Peroxisomal lipid metabolism defect is also suggested to modify cell 

membranes organization. Altogether, these novel mutant cell lines represent a promising model that should 

permit identification of new therapeutic targets for this complex neurodegenerative disease.  
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