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Résumé 

L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ;tPAͿ est uŶe sĠƌiŶe pƌotĠase, iŵpliƋuĠe daŶs de 
nombreux processus physiopathologiques au sein du système nerveux central (e.g. 

corticogenèse, rôle anti-apoptotique sur les oligodendrocytes). Des travaux du laboratoire ont 
montré que la migration oligodendrocytaire était retardée chez des souris déficientes en tPA 
comparativement à des souris sauvages au cours du développement embryonnaire. Les cellules 
pƌĠĐuƌseuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes (OPCs) doivent se différencier en oligodendrocytes 
myélinisants afiŶ d͛enrouler leurs prolongements et de former une gaine de myéline. Mes 
travaux de thèse ont consisté à étudier les effets du tPA sur ces paramètres au cours du 
développement dans la moelle épinière chez la souris. Nos travaux montrent dans un premier 
temps, que le tPA est eǆpƌiŵĠ de façoŶ tƌaŶsitoiƌe au seiŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵyélinisants. 
L͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ de Đes Đellules est transitoire, atteignant un pic à 15 jours post-
natal, qui correspond à la phase active de la myélinisation. Dans un second temps, dans un 
modèle de souris déficientes en tPA, un retard de différenciation des OPCs vers un phénotype 
d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵatuƌes au Đouƌs du développement embryonnaire est observé. Nous 
mettons également en évidence, un phénotype dysmyélinique chez les souris déficientes en 
tPA (myéline non compacte et anomalies ultrastructurelles de la myéline). Bien que ce 
phénotype ne présente ni des différences dans la tractographie des fibres détectables à l͛IRM 
et ni de troubles dans la conduction nerveuse, des atteintes de la démarche ont pu être mises 
en évidence. Le tPA semble donc être un facteur déterminant dans la compaction de la gaine 
de myéline. Les souris déficientes en tPA pourraient être un modèle relevant pour étudier les 
pathologies dysmyélinisantes. 

 

 

Abstract 

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine protease involves in many central 
nervous system physiopathological processes (e.g. corticogenesis, anti-apoptotic effect on 
oligodendrocytes). Our laboratory has shown that oligodendrocyte migration was delayed in 
tPA-deficient mice during embryonic development. In order to become myelinating cells, 
oligodendrocyte precursors cells (OPCs) had to differentiate, and wrap their processes around 
axons to form a myelin sheath. My thesis work consisted in studying the effects of tPA on these 
parameters throughout development in mice spinal cord. First, we showed a transient 
expression of tPA in myelinating cells, reaching a peak at P15, which corresponds to active 
myelination. Secondly, we observed a delay in OPCs differentiation towards a myelinating 
phenotype. Furthermore, tPA-deficient mice displays a dysmyelination phenotype with 
uncompacted myelin and ultrastructure anomalies. Neither differences in fiber tractography of 
spinal cord tracts detectable on MRI, nor central conduction disorders were revealed in this 
phenotype. However, tPA-deficient mice displayed gait abnormalities. Consequently, tPA 
seems to be a important factor to drive myelin compaction and tPA-deficient mice could be a 
relevant model to study dysmyelinating disorders. 
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Avant-propos  

 

Le système nerveux central (SNC) est doté de 85 à 100 milliards de cellules nerveuses 

excitables : les neurones. Ces derniers, établissent chacun 1000 à 10 000 connexions et 

forment un véritable réseau couramment appelé « matière grise ». La propagation du potentiel 

d͛aĐtioŶ le loŶg des aǆoŶes, ŶĠĐessite uŶ sǇstğŵe de tƌaŶsŵissioŶ ƌapide qui est permise par la 

foƌŵatioŶ d͛uŶe gaiŶe de ŵǇĠliŶe autouƌ des aǆoŶes eŶtƌaîŶaŶt uŶe ĐoŶduĐtioŶ saltatoire de 

l͛iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ. Ce ƌĠseau de fiďƌes ŵǇĠliŶisĠes ĐoŶstitue la suďstaŶĐe ďlaŶĐhe dont les gaines 

isolantes sont formées dans le SNC par des cellules gliales spécialisées nommées les 

oligodendrocytes. Chez les Vertébrés, cette étape cruciale que l͛oŶ Ŷoŵŵe ŵǇĠliŶisatioŶ, est 

appaƌue il Ǉ a eŶǀiƌoŶ ϰϮϱ ŵillioŶs d͛aŶŶĠes Đhez les poissoŶs à ŵâĐhoiƌes ou plaĐodeƌŵes 

(Zalc et al.,2008). Ce pƌoĐessus peƌŵet d͛aĐĐĠlĠƌeƌ ϱϬ à ϭϬϬ fois la ĐoŶduĐtioŶ Ŷeƌǀeuse 

comparativement à celle de fibres non myélinisées chez les Invertébrés (Zalc et al.,2008).  Les 

oligodendrocytes sont essentiels pour le fonctionnement et la survie des axones et ce 

iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de la pƌĠseŶĐe d͛uŶe gaiŶe de ŵǇĠliŶe (Nave, 2010). Ils ont la capacité de 

détecter les besoins énergétiques des neurones et de leur fournir un soutien métabolique, en 

les réapprovisionnant en nutriments tels que le pyruvate ou le lactate (Saab et al.,2013).  

Ces travaux de thèse étant centrés sur les processus conduisant à la myélinisation au sein 

de la moelle épinière au cours du développement ; cette première partie sera consacrée à la 

description des oligodendrocytes, à leur genèse dans le tube neural et à la formation de la gaine 

de myéline. 

UŶe seĐoŶde paƌtie seƌa ĐoŶsaĐƌĠe à l͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe, uŶe sĠƌiŶe 

protéase plus communément connue sous le nom de tPA. La majorité des travaux au sein du 

laboratoire sont centrés sur les implications de cette protéine dans les processus 

phǇsiopathologiƋues au seiŶ du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal. BieŶ Ƌu͛iŶitialeŵeŶt dĠĐƌite pouƌ soŶ 

activité fibrinolǇtiƋue et soŶ eǆpƌessioŶ au seiŶ des Đellules eŶdothĠliales, aujouƌd͛hui il est 

établi que le tPA est exprimé par de nombreuses cellules gliales, dont les oligodendrocytes.  Sa 

stƌuĐtuƌe lui peƌŵet d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs, Đe Ƌui lui ĐoŶfère de 

nombreuses fonctions centrales. Parmi elles nous pouvons citer son implication dans la 

migration neuronale et au cours de la corticogenèse, ses propriétés anti-apoptotiques sur les 

oligodendrocytes et son influence sur la migration oligodendrocytaire dans un contexte 

développementale et pathologique. Cependant son implication dans la mise en place de la 



ŵǇĠliŶisatioŶ, ŶotaŵŵeŶt daŶs la diffĠƌeŶĐiatioŶ, l͛eŶƌouleŵeŶt et la ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe 

de ŵǇĠliŶe Ŷ͛a pas eŶĐoƌe ĠtĠ ĠtudiĠe. 

L͛oďjeĐtif de Đe tƌaǀail de thğse a doŶĐ ĠtĠ d͛Ġǀalueƌ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs les pƌoĐessus 

de myélinisation au cours du développement de la moelle épinière. Les résultats de ces travaux 

seƌoŶt pƌĠseŶtĠs sous foƌŵe d͛aƌtiĐle. Pouƌ fiŶiƌ, Đes ƌĠsultats seƌoŶt ĐoŵŵeŶtĠs et mis en 

perspectives dans une discussion générale. 
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1 Introduction – Oligodendrocytes et myélinisation 

Les oligodendrocytes et le processus de myélinisation  

1 Historique 

Le médecin Andreas Vesalius (1514-1564), considéré comme le pğƌe de l͛aŶatoŵie 

moderne, s͛est ĐoŶsaĐƌĠ à l͛Ġtude de l͛eŶĐĠphale dans son septième et dernier livre « De 

humani corporis fabrica libri septem » (plus communément appelé La Fabrica). Il fut alors le 

premier à distinguer la « matière grise » de la « matière blanche » du cerveau humain (Figure 

1). « Toute la suďstaŶĐe du Đeƌǀeau, Ŷ’est pas également blanche ; celle qui recouvre les 

circonvolutions est jaunâtre ou cendrée, et répandue partout en couches égales, tant sur les 

ĐiƌĐoŶǀolutioŶs Ƌue daŶs les aŶfƌaĐtuositĠs, de ŵaŶiğƌe Ƌu’elle a l’aiƌ d’eŶ douďleƌ les ƌeliefs. » 

 

 

Figure 1 Portrait et illustƌatioŶ d͛AŶdƌeas Vesalius.  
Andreas Vesalius (1514-1564 ; A) ; Illustrations extraites du livre De Humani Corpus Fabrica (B). 

 

La première description de fibres myélinisées associées à des axones revient à Antony van 

Leeuwenhoek (1632-1723) en 1717 ; il nomme ces structures « tubes nerveux » (Figure 2 A-C). 

En 1781, le physicien et naturaliste Felice Gaspar Fontana (1730-1805), observe Ƌu͛uŶe 

structure cylindrique transparente composée de fils extrêmement fins enveloppait et doublait 

l͛Ġpaisseur de ces tubes nerveux, il introduit alors le terme de cylindre nerveux primitif : ͞The 

nerve is composed of a large number of transparent, homogeneous, uniform, and very simple 

ĐǇliŶdeƌs … Each of these cylinders is endowed by an envelope in shape of outer sheath, which 

is composed of an immense number of winding threads” (Figure 2 D). 
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L͛avancée majeure dans la description de la myéline, fut faite en 1833 par Christian Gottfried 

Ehrenberg (1795–1876). Plus d͛uŶ siğĐle apƌğs la puďliĐatioŶ des tƌaǀauǆ de ǀaŶ Leeuwenhoek, 

Ehrenberg démontre pour la première fois l͛eǆisteŶĐe de Đes fiďƌes ŵǇĠliŶisĠes daŶs la 

substance blanche du SNC (Figure 2 E). Ensuite, l͛embryologiste Robert Remak (1815-1865), 

dĠĐƌit eŶ ϭϴϯϲ Ƌue l͛aĐƋuisitioŶ de Đette eŶǀeloppe autouƌ des fiďƌes Ŷeƌǀeuses se fait duƌaŶt 

le développement. Deux ans plus tard, il rapporte l͛eǆisteŶĐe de deux types de fibres : les fibres 

myélinisées et les fibres amyéliniques. 

 

 

Figure 2 Première description de la myéline.  
Antoni van Leeuwenhoek par le peintre Verkolje en 1686 (A). IllustƌatioŶ d͛uŶe section de nerfs de vache ou de mouton (B) 
avec le détail en (C) des patterns des fibres myélinisées (van Leeuwenhoek, 1719). « Cylindre nerveux primitif » partiellement 
dépouillé de sa gaine rugueuse à droite (Fontana, 1781 ; D). Fibre myélinisée vertébrale de grenouille : "un tube nerveux à 
double paroi contenant la moelle nerveuse proprement dite et le tube cérébral structuré transparent, émergeant en β" (pour 
revue Boullerne, 2016 ; E). 

 

Ce Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϭϴϱϰ Ƌue le teƌŵe « myéline » a été introduit pour la première en fois par 

Rudolf Ludwig Virchow (1821-1902) ; ce terme dérive du grec myelos qui signifie moelle. Il la 

décrit comme une substance constituée par les mêmes éléments que ceux de la masse jaune 

des œufs de poule. En 1872, Louis-Antoine Ranvier (1835-1922) Ġŵet l͛hǇpothğse Ƌue la 

ŵǇĠliŶe Ŷ͛est pas ĐoŶtiŶue sur toute la loŶgueuƌ de l͛aǆoŶe. Il écrit « Si la myéline liquide était 

continue dans toute la longueur du tube nerveux, dans le nerf sciatiƋue de l’Homme par 

exemple, qui, dans notre attitude habituelle, est disposé verticalement, elle descendrait par son 

pƌopƌe poids jusƋue daŶs la paƌtie la plus dĠĐliǀe, il Ŷ’eŶ ƌesteƌait plus ƌieŶ à la paƌtie supĠƌieuƌe 

du nerf ». Il remarque la pƌĠseŶĐe d͛uŶe gaiŶe de ŵǇĠliŶe ƌĠtƌĠĐie à certains points, Ƌu͛il 

nomme « étranglements annulaires » et rapporte que l͛espaĐe se tƌouǀaŶt eŶtƌe deuǆ 

étranglements est dépourvu de myéline. Aujouƌd͛hui Đette paƌtie aŵǇĠliŶiƋue est ĐoŶŶue 

Đoŵŵe ĠtaŶt les Nœuds de Ranvier (Figure 3). 



 
3 Introduction – Oligodendrocytes et myélinisation 

 

Figure 3 Illustration d'un Ŷœud de Ranvier. 
Tirée de l'ouvrage "Leçons sur l͛histologie du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal » du Dr Louis-Antoine Ranvier (1878). 

 

En 1899, en utilisant une longue imprégnation au platine, William Ford Robertson (1867-

1923) révèle la présence de cellules ramifiées, dont la morphologie différait de celles des 

neurones et des astrocytes. Il les nomme les Đellules ŵĠsogliales. C͛est la pƌeŵiğƌe fois Ƌue les 

extensions cytoplasmiques des oligodendrocytes furent mises en évidence mais Robertson 

considéra que ces cellules mésogliales étaient une entité à part entière, distincte de la myéline. 

La découverte légitime des oligodendrocytes est attribuée à Pio del Río-Hortega (1882-1945) 

en 1921. EŶ utilisaŶt uŶe ĐoloƌatioŶ de ĐaƌďoŶate d͛aƌgeŶt, il a pu ƌĠǀĠleƌ Ƌue l͛eǆteŶsioŶ de la 

membrane plasmique des oligodendƌoĐǇtes s͛eŶƌoulait autour des axones. 

 

2 La myéline 

Afin de myéliniser différents axones, la majorité des oligodendrocytes peut générer entre 

20 et 60 prolongements et réaliser une centaine de tours de leur membrane autour des axones 

(Matthews & Duncan, 1971; Hildebrand et al.,1993). La longueur des segments myéliniques, 

Ƌue l͛oŶ Ŷoŵŵe iŶteƌŶœuds, varie entre 20 et 200 µm chez la souris (Chong et al.,2012). Par 

conséquent, les oligodendrocytes doivent synthétiser une quantité importante de membrane, 

estimée entre 5 et 50.103 µm² de myéline par jour (Pfeiffer et al.,1993). Cette formation 

intensive de myéline nécessite une synthèse accrue de protéines et de lipides, dont la 

composition singulière en fait une membrane biologique unique (Czopka et al.,2013). 
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2.1 Composition de la myéline 

La myéline est une membrane particulière. Contrairement aux autres membranes 

ďiologiƋues, elle est ĐoŵposĠe ŵajoƌitaiƌeŵeŶt de lipides ;ϳϬ%Ϳ et d͛uŶe faiďle pƌopoƌtioŶ de 

protéines (30%). 

 

2.1.1 Composition lipidique 

La myéline est composée de trois principaux lipides : le cholestérol, les phospholipides (e.g. 

lécithine, sphingomyéline) et les glycosphingolipides (e.g. galactocérébroside ou GalC ou GC). 

La composition lipidique de la membrane constituant la myéline se distingue des autres 

membranes avec une quantité importante de cholestérol et une fraction enrichie de 

glycolipides avec un ratio de 40:40:20 (cholestérol, phospholipides et glycolipides 

respectivement) comparativement aux autres membranes biologiques (ratio de 25:65:10 ; 

O͛BƌieŶ, ϭϵϲϱͿ. Ces lipides ne sont pas répartis de façon homogène au sein de la membrane 

myélinique, mais ils forment en certains points des doŵaiŶes dǇŶaŵiƋues Ƌue l͛oŶ Ŷoŵŵe des 

radeaux lipidiques ou rafts lipidiques. Ceux-ci sont caractérisés par de fortes concentrations en 

cholestérol et en GalC et présentent un faible taux de lécithine (Gielen et al.,2006; Dupree & 

Pomicter, 2010). Ces lipides vont participer à la formation et à la stabilisation de la gaine de 

myéline gƌâĐe à l͛iŶtĠgƌatioŶ, l͛eǆtƌusioŶ et le tƌafiĐ de protéines spécifiques au sein de la 

membrane (Lee, 2001). Bien que ces lipides ne soient pas exclusivement retrouvés dans la 

membrane myélinique, la GalC et son dérivé sulfaté sont considérés comme des lipides 

« caractéristiques » de la myéline. En effet, la GalC est retrouvée en abondance dans la myéline 

et elle a un rôle essentiel dans le maintien de sa stabilité (Morell & Quarles, 1999).  

 

2.1.2 Composition protéique 

Contrairement aux lipides, la myéline possède une composition protéique unique. À ce jour, 

on dénombre 1280 protéines associées à la myéline (Panfoli et al.,2014). Dans cette sous-

partie, nous nous intéresserons aux protéines les plus abondantes. 
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2.1.2.1 Myéline oligodendrocytaire protéine (MOG) 

La MOG est une protéine transmembranaire retrouvée majoritairement à la surface 

extracellulaire de la gaine de myéline (Figure 4 ; Brunner et al.,1989). Son gène est localisé sur 

le Đhƌoŵosoŵe ϲ Đhez l͛Hoŵŵe et sur le chromosome 17 chez la souris (Pham-Dinh et 

al.,1993). Elle apparait dans une population spécifique d͛oligodeŶdƌoĐǇtes : les 

oligodendrocytes myélinisants (Solly et al.,1996). Son expression est détectée tardivement, un 

à deux jours après les protéines PLP et MBP (Scolding et al.,1989). Sa foŶĐtioŶ Ŷ͛est pas eŶĐoƌe 

totalement élucidée à ce jour, mais sa localisation dans la surface la plus externe de la myéline 

laisse peŶseƌ Ƌu͛elle pouƌƌait aǀoiƌ uŶ ƌôle de pƌotĠiŶe d͛adhĠsioŶ aǀeĐ d͛autƌes Đellules, ou 

bien servir de récepteur (Peschl et al.,2017).  

 

 

Figure 4 Représentation schématique de la localisation des principales protéines de la myéline.  
La MAG se trouve au niveau adaxonal, tandis que la MOG se trouve à la face la plus externe de la myéline (abaxonale). La PLP 
peƌŵet l͛aĐĐolement des faces externes de la myéline, nommée ligne intra-périodique. La MBP se trouve au niveau 
cytoplasmique des couches de myéline et forme la ligne dense majeure. 

 

2.1.2.2 Protéolipide-protéine (PLP) 

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

Situé sur le chromosome X chez ces deux espèces, ce gène est connu pour produire deux 

isoformes; la protéine PLP et la protéine DM20. L͛isofoƌŵe DMϮϬ est issue de l͛Ġpissage 

alternatif du gène et possède la particularité de faciliter le transport de la PLP et de réduire son 

accumulation au sein du réticulum endoplasmique. La PLP est une protéine transmembranaire 
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(Figure 4), doŶt la stƌuĐtuƌe ĐoŵpƌeŶd ϰ hĠliĐes α hǇdƌophoďes Ƌui s͛iŶtğgƌeŶt daŶs la ďiĐouche 

lipidique de la membrane, 3 domaines cytoplasmiques et 2 domaines extracellulaires (Greer & 

Lees, 2002). Chez la souƌis, l͛eǆpƌessioŶ de la PLP dĠďute peŶdaŶt le dĠǀeloppeŵeŶt 

embryonnaire et augmente lors des 3 premières semaines post-Ŷatales, Đ͛est-à-dire au cours 

de la myélinisation. On peut souligner que la PLP est exprimée plus tardivement que la protéine 

DM20 (Wight & Dobretsova, 2004). 

 

2.1.2.3 Protéine basique de la myéline (MBP) 

Le gène golli-mbp (gene expressed in oligodendrocyte lineage-mbp) est localisé au niveau du 

Đhƌoŵosoŵe ϭϴ Đhez l͛Hoŵŵe et chez la souris. Il donnera plusieurs isoformes, produites par 

épissages alteƌŶatifs de l͛ARNŵ. Chez l͛Hoŵŵe, il a été mis en évidence 4 isoformes : 17.2, 

18.5, 20.2 et 21.5 kDa et chez la souris 6 isoformes : 14, 17.22, 17.24, 18.5, 20.2 et 21.5 kDa 

(Feng, 2007). Les isoformes appelées golli-MBP (14, 17.22, 17.24 et 20.2 kDa) sont exprimées 

très tôt au cours du développement et ne sont pas restreintes à la lignée oligodendrocytaire. 

En effet, leur expression est retrouvée au sein des neurones, ou bien encore dans les 

lymphocytes T et B situés dans la ƌate, les Ŷœuds lǇŵphatiƋues et le thǇŵus (Tosic et al.,2002; 

Marty et al.,2002).Les isoformes 18.25 et 21.5 kDa de MBP, sont dites « classiques » et, sont 

exclusivement exprimées dans les oligodendrocytes (Wake et al.,2011; Miller et al.,2012). Cette 

protéine requiert une traduction localisée, ce qui implique que les ARNm de MBP soient 

transportés vers la membrane au sein de complexes ribonucléoprotéiques (RNPs) nommés 

granules (Kiebler & Bassell, 2006). Les RNPs sont ainsi véhiculés le long des microtubules 

jusƋu͛au Ŷiǀeau de la laŶgue iŶteƌŶe de la gaine de myéline où leuƌ sǇŶthğse s͛iŶitieƌa(Kiebler 

& Bassell, 2006). 

 

2.1.2.4 Glycoprotéine associée à la myéline (MAG). 

La glycoprotéine MAG est un constituant mineur de la myéline représentant 1% des 

protéines totales. Le gène codant pour la MAG est loĐalisĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϵ Đhez l͛Hoŵŵe 

et le chromosome 7 chez la souris (Baumann & Pham-Dinh, 2001). Contrairement aux protéines 

PLP et MBP, qui sont retrouvées au niveau de la myéline compacte (Figure 4 ; cf. § 6.3), la MAG 

Ŷe se tƌouǀe Ƌu͛au niveau des régions non-compactes, dans la zone périaxonale (Figure 4). Bien 
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que sa fonction ne soit pas essentielle à la formation de la gaine de myéline, elle pourrait 

prévenir la myélinisation d͛aǆoŶes déjà préalablement myélinisés (Montag et al.,1994). 

 

2.1.2.5 Ϯ’,ϯ’-cyclic nucleotide ϯ’-phosphodiestérase (CNP) 

La CNP est l͛uŶe des protéines de la myéline possédant une activité enzymatique. Elle est 

codée par le gène cnp1 localisé sur le chromosome ϭϳ Đhez l͛Hoŵŵe et le Đhƌoŵosoŵe 11 

chez la souris (Baumann & Pham-Dinh, 2001). À l͛iŶstaƌ de la MAG, la CNP est ƌetƌouǀĠe 

exclusivement au niveau de la myéline non-compacte (Trapp et al.,1988). Récemment, une 

étude a montré que la CNP prévenait la compaction de la myéline (Snaidero et al.,2017). 

 

2.2 Rôles physiologiques attribués à la gaine de myéline 

2.2.1 Conduction saltatoire du potentiel d’action 

 

AǀaŶt l͛eŶƌouleŵeŶt de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe, les ĐaŶauǆ sodiƋues ǀoltages dépendants sont 

distƌiďuĠs uŶifoƌŵĠŵeŶt le loŶg de l͛aǆoŶe. Loƌs de la ŵǇĠliŶisatioŶ, Đes ĐaŶauǆ se ƌegƌoupeŶt 

au Ŷiǀeau des Ŷœuds de RaŶǀieƌ à uŶe foƌte deŶsitĠ d͛eŶǀiƌoŶ ϭϮǆϭϬϰ/ŵŵϮ. Apƌğs l'ouǀeƌtuƌe 

de Đes ĐaŶauǆ, l͛eŶtƌĠe de sodiuŵ eŶgeŶdƌe la dĠpolarisation caractéristique du potentiel 

d͛aĐtioŶ ;PAͿ. La ŵǇĠliŶe Ƌui Đouǀƌe aloƌs l͛iŶteƌŶœud pƌĠseŶte uŶe ƌĠsistaŶĐe ĠleǀĠe aiŶsi 

Ƌu͛uŶe faiďle ĐapaĐitaŶĐe, eŵpġĐhaŶt la dĠpolaƌisatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe Ƌu'elle ƌeĐouǀƌe et 

permet ainsi au PA de se propager jusƋu͛au Ŷœud suiǀaŶt. Le PA Ŷe se ƌĠpeƌĐute pas suƌ les 

Ŷœuds pƌĠĐĠdeŶts Đaƌ les Naǀ soŶt eŶ phase d'iŶaĐtiǀatioŶ eŶgeŶdƌaŶt la pƌopagatioŶ des PA 

dans un seul sens. Cette conduction de nœud en nœud est appelée conduction saltatoire 

(Baumann & Pham-Dinh, 2001). 

 

2.2.2 Maturation de l’axone 

 

Dès 1951, Rushton a suggéré que la vitesse de conduction serait dépendante à la fois du 

diaŵğtƌe de l͛aǆoŶe et de l͛Ġpaisseuƌ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe. Il a eŶsuite ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue les 

oligodendrocytes et la myéline jouent un ƌôle daŶs l͛oƌgaŶisatioŶ de la stƌuĐtuƌe aǆoŶale et 

doŶĐ du Đaliďƌe de l͛aǆoŶe. EŶ effet, les oligodeŶdƌoĐǇtes soŶt Đapaďles de faǀoƌiseƌ la 
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ĐƌoissaŶĐe eŶ laƌgeuƌ des aǆoŶes eŶ iŶduisaŶt l͛aĐĐuŵulatioŶ de ŶeuƌofilaŵeŶts Ƌui iŶflueŶĐeŶt 

en retour le calibre fiŶal de l͛aǆoŶe. Ce ŵĠĐaŶisŵe est iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de la foƌŵatioŶ de 

ŵǇĠliŶe. EŶfiŶ, l͛effet pƌopƌe de la ŵǇĠliŶe a ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe eŶ ĐoŵpaƌaŶt le diaŵğtƌe 

aǆoŶal de ƌĠgioŶs ŵǇĠliŶisĠes et ŶoŶ ŵǇĠliŶisĠes, ŵoŶtƌaŶt Ƌue l͛aďseŶĐe de ŵǇĠliŶe iŵpliƋue 

uŶe ƌĠduĐtioŶ du Đaliďƌe et de l͛espaĐeŵeŶt des ŶeuƌofilaŵeŶts ;BauŵaŶŶ & Phaŵ-Dinh, 

2001). 

 

2.2.3 Support métabolique 

 

Les oligodeŶdƌoĐǇtes oŶt ĠgaleŵeŶt uŶe foŶĐtioŶ de soutieŶ ŵĠtaďoliƋue à l͛aǆoŶe. EŶ 

effet, les ŶeuƌoŶes oŶt uŶ ďesoiŶ ĐoŶsidĠƌaďle d͛ĠŶeƌgie pouƌ ŵaiŶteŶiƌ le gƌadieŶt de sodiuŵ 

à travers la membrane axonale et assurer les transports antérogrades et rétrogrades de 

molécules. Les oligodendrocytes sont couplés aux astrocytes via des jonctions communicantes 

leur fournissant un accès direct au système vasculaire et donc un support nutritif (Tress et al., 

2012). Le gluĐose ĠtaŶt ƌapideŵeŶt phosphoƌǇlĠ eŶ eŶtƌaŶt daŶs les Đellules, il Ŷ͛est pas dĠliǀƌĠ 

aux neurones en tant que tel. En revanche, les produits de la glycolyse comme le lactate et le 

pǇƌuǀate peuǀeŶt ġtƌe tƌaŶspoƌtĠs jusƋu͛à l͛aǆoŶe via des transporteurs monocarboxylates 

présents sur l͛aǆoŶe et les oligodeŶdƌoĐǇtes (Fünfschilling et al., 2012; Rinholm & Bergersen, 

2014). Ainsi, le réseau entre les astrocytes et les oligodendrocytes constitue une source 

pƌiŶĐipale d͛ĠŶeƌgie pouƌ les aǆoŶes puisƋu͛il a ĠtĠ montré que ceux-ci utilisent 

préférentiellement le lactate comme substrat oxydatif, et non le glucose (Wyss et al., 2011). Ce 

dernier serait principalement utilisé pour maintenir un statut antioxydant plutôt qu'à des fins 

bioénergétiques (Saab et al., 2013). 
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3 La myélinisation dans la moelle épinière 

3.1 Développement de la moelle épinière 

 

L͛iŶitiatioŶ de la formation du SN au cours du développement embryonnaire est nommé la 

neurulation. Chez l͛Hoŵŵe, la ŶeuƌulatioŶ dĠďute à la fiŶ de la ϯème semaine de développement 

(stade Carnegie 10 ou CS10) et chez la souris elle débute au 8,5ème jour embryonnaire (E8,5 ; 

;O͛RahillǇ & Mülleƌ, ϮϬϬϮ; Copp et al.,2003). Tout d͛aďoƌd, la plaque neurale se forme, puis 

s͛Ġpaissit et ĐoŵŵeŶĐe à s͛iŶǀagiŶeƌ au niveau de la ligne médiane (Figure 5a). Ensuite, elle 

s͛Ġlğǀe formant la gouttière neurale (Figure 5b) et se trouve flanquée par deux replis, les 

bourrelets neuraux. Puis, les parois de la gouttière neurale se rapprochent (Figure 5c) et 

fusionnent formant ainsi le tube neural (Figure 5d). La formation de ce dernier se fait en deux 

temps. La neurulation primaire donnera les régions cervico-thoraciques de la moelle épinière, 

tandis que les régions lombaires et sacrées seront formées lors de la neurulation secondaire 

(Douarin et al., 2004).  

 

 

Figure 5 Neurulation chez les Vertébrés.  
Photographies en microscopie électronique à balayage de coupes transversales à travers l'ectoderme dorsal de l'embryon de 
poulet illustrant les grandes étapes de formation du tube neural(a-d). Formation de la plaque neurale (a). Formation de la 
gouttière neurale (b). Rapprochement des bourrelets neuraux (c). Fusion des bourrelets neuraux et formation du tube neural 
(adapté de Schoenwolf, 1991; d). 
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La feƌŵetuƌe du tuďe Ŷeuƌal Ŷ͛a pas lieu de façoŶ siŵultaŶĠe le loŶg de l͛aǆe antéro-

postĠƌieuƌ de l͛eŵďƌǇoŶ, elle se fait de façoŶ ďidiƌeĐtioŶŶelle ;Figure 6). Elle s͛iŶitie au Ŷiǀeau 

de la limite entre le rhombencéphale et la partie cervicale de la future moelle épinière (Copp 

et al., 2003). Les régions rostrales et caudales restent ouvertes et forment les neuropores 

rostral (ou antérieur) et caudal (ou postérieur). La fermeture du neuropore rostral se fait au 

29ème jour (CS11) Đhez l͛eŵďƌǇoŶ huŵaiŶ et à Eϵ.ϱ Đhez l͛eŵďƌǇoŶ de souƌis ; tandis que la 

fermeture caudale se fait plus tardivement (respectivement au 30ème jour (CS12) et E10.5 chez 

l͛eŵďƌǇoŶ huŵaiŶ et de souƌis). 

 

 

Figure 6 La fermeture du tube neural.  
RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la feƌŵetuƌe du tuďe Ŷeuƌal Đhez l͛eŵďƌǇoŶ huŵaiŶ au stade CSϭϮ. Les flğĐhes indiquent la 
direction de la fermeture et les points noirs indiquent la position des deux neuropores (antérieur et postérieur). La fusion des 
plis Ŷeuƌauǆ ĐoŵŵeŶĐe d'aďoƌd au site α puis au site β. Au Ŷiǀeau du site α, la feƌŵetuƌe se pƌopage dans les deux directions 
;O͛RahillǇ & Mülleƌ, ϮϬϬϮͿ; AͿ. RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la feƌŵetuƌe du tuďe Ŷeuƌal Đhez l͛eŵďƌǇoŶ de souƌis. Le siŵple 
astérisque représente le site de fermeture entre le prosencéphale et le mésencéphale. Les doubles astérisques représentent 
le site de fermeture entre le rhombencéphale et la région cervicale de la moelle épinière. Les flèches indiquent la direction de 
la fermeture (Copp et al.,2003 ; B). 

 

Parallèlement à la formation du tube neural, une structure sous-jacente nommée la 

notochorde se développe (Jurand, 1974). Des études impliquant une transplantation ou 

l͛ablation de la notochorde au cours du développement embryonnaire, montrent que cette 

dernière est essentielle à la formation de la partie ventrale du tube neural : la plaque du 

plancher (floor plate ; Placzek et al.,1991; Yamada et al.,1991). Chez la souris, l͛induction de la 

plaque du plancher par la notochorde se produit à E8,5 sous l͛iŶflueŶĐe d͛un facteur 

morphogénique connu sous le nom de Sonic hedgehog (Shh). En réaction, des cellules de la 

plaque du plancher se mettent également à sécréter la protéine Shh à partir de E9,5 

(Chamberlain et al., 2008). 

A B
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3.2 Mise en place des populations neurales dans le tube neural 

Une des caractéristiques du SNC est sa grande diversité de cellules neuronales et gliales. Ce 

pƌoĐessus à l͛oƌigiŶe de Đette diǀeƌsitĠ est permis grâce à l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe ideŶtitĠ Đellulaiƌe 

spécifique nommée la spécification neurale. Ainsi, l͛ideŶtitĠ phĠŶotǇpiƋue des pƌogĠŶiteuƌs 

neuraux, caractérisée paƌ l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ SoǆϮ ;sex determining region Y-box2 ou SRY), 

dĠpeŶd de l͛eǆpƌessioŶ de Đoŵbinaisons spécifiques de facteurs de transcription qui sont 

activés et/ou ƌĠpƌiŵĠs eŶ foŶĐtioŶ de leuƌ positioŶ le loŶg de l͛aǆe dorsoventral (Briscoe & 

Small, 2015). Cette spécification est dépendante de gradients de concentrations de trois 

morphogènes : la Shh, la pƌotĠiŶe ŵoƌphogĠŶiƋue de l͛os ;bone morphogenic protein ou BMP) 

et la protéine Wnt (Wingless integration site). Via la voie de signalisation Shh, la notochorde et 

la plaque du plancher seront impliqués dans la régionalisation et la spécification de la partie 

ventrale du tube neural. Dans le même temps, l'ectoderme dorsal (ou plaque du toit) secrète 

les protéines BMP/Wnt, qui régiront la spécification de la partie dorsale du tube neural. Ces 

facteurs morphogéniques, diffusant depuis des zones opposées, seront à l'origine de la 

régionalisation dorso-ventrale des populations neurales de la moelle épinière. 

Coŵŵe l͛illustƌe la figuƌe 7, les gradients de morphogènes subdivisent le tube neural de la 

future moelle épinière en 11 domaines distincts : cinq domaines ventraux (p3, domaine des 

progéniteurs de motoneurones ou domaine pMN, p2-p0) et six domaines dorsaux (pd1-pd6). 

Chacun de ses domaines générera des sous-types spécifiques de motoneurones et 

d͛iŶteƌŶeuƌoŶes au ŵoŵeŶt de la différenciation neurale. DaŶs la paƌtie ǀeŶtƌale, l͛eǆpƌessioŶ 

du facteur de transcription Nkx2.2 est uniquement retrouvée dans le domaine p3 qui génère 

des interneurones de type V3. Les progéniteurs neuraux du domaine pMN, expriment le facteur 

de transcription Olig2 et génèreront des motoneurones et les cellules précurseurs 

d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ;oligodendrocyte precursor cells ou OPCs ; Figure 7 ; Briscoe & Small, 2015). 
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Figure 7 Spécification neurale au sein du tube neural.  
Les gradients opposés de Shh (sécrétés par les cellules de la plaque de plancher (FP) et la notochorde(NC)), et de BMP / Wnt 
(dérivés de la plaque du toit) induisent la spécification des cellules précurseurs neurales le long de l'axe dorsoventral (D-V) de 
façon dose-dépendante. Ces gradients de morphogènes permettent la subdivision du tube neural en cinq domaines ventraux 
distincts (p3, pMN, p2-p0) et six domaines dorsaux distincts (pd1-pd6 ; Briscoe & Small, 2015). 

 

 

3.3 Mise en place des progéniteurs oligodendrocytaires 

AfiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ l͛oƌigiŶe des OPCs au sein de la moelle épinière, Warf et ses 

Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵis eŶ Đultuƌe des eǆplaŶts de ŵoelle ĠpiŶiğƌe d͛eŵďƌǇoŶs de ƌats à E14, 

provenant de la région ventrale (Figure 8 A-C) ou de la région dorsale (Figure 8 D-F) de la moelle 

épinière. Ils ont ainsi pu constater que les explants de moelle épinière dorsale donnent 

exclusivement naissance à des cellules astrocytaires immunopositives pour la GFAP (glial 

fibrillary acidic protein) (Figure 8 B) et, aucune cellule immunomarquée pour la GalC Ŷ͛est 

détectée (Figure 8 C). Seuls les explants provenant de la région ventrale donnent naissance à la 

fois à des cellules astrocytaires (Figure 8 E) et des cellules oligodendrocytaires associées au 

marqueur GalC (Figure 8 F). A partir de ces expériences in vitro, les auteurs ont suggéré que les 

OPCs apparaissaient exclusivement au niveau ventral de la moelle épinière (Warf et al., 1991). 
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Figure 8 Mise en évidence in vitro de l͛oƌigiŶe ǀeŶtƌale des OPCs.  
Cultures d'explants dérivés de la moelle épinière dorsale (A-C) ou ventrale (D-F) à E14 après 9 jours de culture. Les cultures ont 
été examinées en contraste de phase (A et D) et après un immunomarquage avec des anticorps anti-glial fibrillary acidic protein 
(GFAP ; B et E) ou des anticorps anti-galactocérébroside (GC ; C et F). Barre d'échelle : 100 µm (Warf et al.,1991). 

 

 

Peu de temps après, Pringle et ses collaborateurs ont confirmé ces résultats in situ. Ils ont 

ainsi montré que l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteur α du facteur de croissance dérivé des plaquettes 

(Platelet Deƌiǀed Gƌoǁth FaĐtoƌ ReĐeptoƌ α ou PDGFRαͿ, ĐaƌaĐtĠƌisait uniquement les OPCs 

(Pringle et al., 1992), et que cette expression était restreinte au niveau de la région ventrale de 

la ŵoelle ĠpiŶiğƌe d͛eŵďƌǇoŶs de ƌat à Eϭϰ ;Figure 9, Pringle & Richardson, 1993). Ces données 

convergentes ont ainsi mené à l͛hǇpothğse suiǀaŶte : l͛oƌigiŶe eŵďƌǇoŶŶaiƌe des OPCs est 

restreinte à une partie ventrale de la moelle épinière, au niveau du domaine pMN, à partir de 

E12,5 (Richardson et al., 2000). 

 

 

Figure 9 Expression génique de PDGFRα dans la moelle épinière de rat à E14.  
Coupes transversales de moelle épinière de rat à E14 traitées en hybridation in situ pouƌ ǀisualiseƌ l'ARNŵ de PDGFRα ;jauŶeͿ. 
Illustration des sections lombaire (A), thoracique (B) et cervical (C) du tube neural (côté dorsal en haut). À ce stade, les ARNm 
de PDGFRα soŶt foƌteŵeŶt eǆpƌiŵĠs dans les tissus entourant la moelle épinière, dans des précurseurs neuronaux de la région 
dorsale de la moelle épinière et dans un petit foyer de cellules (précurseurs d'oligodendrocytes) situé dans la partie ventrale 
(Pringle and Richardson, 1993). 
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Au sein des progéniteurs neuraux, les facteurs de transcription de type hélice-boucle-hélice 

(basic helix-loop-helix ou bHLH), Olig 1 et Olig2 sont co-exprimés. Leur expression apparaît dans 

la région ventrale entre E8,5-E9,5 (Lu et al., 2000). Olig1 favorise la différenciation des 

oligodeŶdƌoĐǇtes, taŶdis Ƌu͛OligϮ est esseŶtiel pouƌ l͛eŶgageŵeŶt des Đellules daŶs la ligŶĠe 

oligodendrocytaire. Initialement, Olig2 est présent sous sa forme phosphorylée et assure la 

pƌoduĐtioŶ des ŵotoŶeuƌoŶes. C͛est seuleŵeŶt à paƌtiƌ d͛EϭϮ.ϱ Ƌu͛il se ƌetƌouǀe daŶs sa foƌŵe 

déphosphorylée coïncidant avec la transition phénotypique des motoneurones vers les 

oligodendrocytes (Li et al., 2011). Il devient alors un marqueur spécifique des cellules de la 

lignée oligodendrocytaire (Li et al., 2011). 

Un autre facteur de transcription, la protéine à homéodomaine Nkx6.1 est retrouvée dans 

le domaine pMN. Il est déterminant pour la spécification des progéniteurs neuraux vers un 

profil oligodendrocytaire. En effet, chez les souris déficientes en Nkx6.1, le nombre de cellules 

Olig2+ est drastiquement diminué au sein du domaine pMN à E13.5 et seul un petit nombre de 

cellules Olig2+ est retrouvé à E15.5 (Liu et al., 2003). Cependant, au cours du développement 

périnatal, le nombre de cellules Olig2+ est rattrapé chez les souris mutantes Nkx6.1, 

possiblement dû à une prolifération accrue des OPCs. Ces données tendent à montrer que la 

spécifiĐatioŶ et la pƌoduĐtioŶ d͛OPCs sont diminuées et retardées chez les souris déficientes en 

Nkx6.1 (Liu et al., 2003). 

Ce Ŷ͛est Ƌue ƋuelƋues aŶŶĠes plus taƌd, Ƌue la dĠĐouǀeƌte d͛uŶe seĐoŶde souƌĐe de 

progéniteurs donnant naissance à de futures cellules de la lignée oligodendrocytaire fut faite. 

Celle-ci, doŶt la spĠĐifiĐatioŶ Ŷ͛est pas dépendante de la voie Shh émerge à E14,5-E15,5 chez 

la souris (Cai et al., 2005; Vallstedt et al., 2005). En effet, Cai et ses collaborateurs, ont pu mettre 

en évidence l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ petit gƌoupe d͛OPCs ĠŵeƌgeaŶt de la ƌĠgioŶ doƌsale de la ŵoelle 

épinière, chez des souris déficientes en Nkx6.1 ; mais également chez des souris déficientes en 

Shh (Cai et al., 2005). Ainsi, dans la moelle épinière, 85 à 90% des oligodendrocytes dérivent du 

domaine pMN à E12.5 et la seĐoŶde ǀague d͛OPCs issus de la région dorsale à E14.5, contribue 

à la production de 10-15% des oligodendrocytes (Cai et al., 2005; Vallstedt et al., 2005; Tripathi 

et al., 2011). 
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3.4 Prolifération et survie des cellules oligodendrocytaires  

AfiŶ de ĐoloŶiseƌ l͛iŶtĠgƌalitĠ du SNC, uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛OPCs est généré au cours du 

développement. Le principal facteur mitogène des OPCs est le PDGF-AA synthétisé par les 

astrocytes et les neurones (Baumann and Pham-Dinh, 2001). Le PDGF-AA ainsi relargué 

iŶteƌagit aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs PDGFRα complexés à l'iŶtĠgƌiŶe αǀβϯ présente sur les OPCs. Cette 

interaction entraîne l'activation de la voie de signalisation phosphatidǇliŶositol‐ϯ‐kiŶase et de 

la protéine kinase C (PI3K/PKC) qui favorise la réponse proliférative des OPCs en limitant leur 

différenciation vers un phénotype plus mature (Baron et al., 2002). De plus, l͛expression des 

récepteurs PDGFRα est maintenue à un niveau élevé grâce à un deuxième facteur mitogène 

appartenant à la famille des facteurs de croissance des fibroblastes (fibroblast growth factor, 

FGF), le bFGF (basic FGF ou FGF-2 ; McKinnon et al.,1990). Le bFGF permet de prolonger la 

période pendant laquelle les OPCs et les pré-oligodendrocytes (pré-OLs) sont capables de 

répondre au PDGF-AA (McKinnon et al., 1990; Butts et al., 2008). 

Les OPCs possèdent une grande capacité proliférative, mais leur nombre est finement régulé 

afin d͛oďteŶiƌ une densité appropriée dans le SNC et permettre aux cellules de commencer leur 

différenciation (Raff et al., 2001; Hughes et al., 2013). Ils possèdent un programme intrinsèque 

spécifique qui définit leur sortie du cycle cellulaire, dont l͛uŶ des pƌiŶĐipauǆ ĠlĠŵeŶts est la 

protéine inhibitrice des kinases-cyclines-dépendantes p27/Kip1 (cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1B ou p27/Kip1) (Raff et al.,2001). Gao et ses collaborateurs ont constaté in vitro qu͛uŶ 

arrêt précoce du cycle cellulaire était corrélé avec un taux de p27/Kip1 plus élevé dans les OPCs 

(Durand et al., 1997). Cependant, l͛aĐĐuŵulatioŶ pƌogƌessiǀe de p27/Kip1 au sein des cellules 

Ŷ͛est pas suffisaŶte, à elle seule, pour engager la sortie du cycle cellulaire (Durand et al., 1997). 

En effet, la sortie du cycle Đellulaiƌe ƌeƋuieƌt des sigŶauǆ eǆtƌaĐellulaiƌes, tels Ƌue l͛hoƌŵoŶe 

thyroïdienne : triiodothyronine (T3) (Durand & Raff, 2000). 

Il faut souligner que les OPCs sont générés en excès au cours du développement et seul un 

nombre précis est nécessaire pouƌ ŵǇĠliŶiseƌ eŶtiğƌeŵeŶt uŶe populatioŶ doŶŶĠe d͛aǆoŶes. 

Dans le nerf optique par exemple, seuls 50% des oligodendrocytes produits survivent. Les 

autres subissent une mort cellulaire programmée de type apoptotique, qui est déclenchée deux 

à trois jours après leur genèse (Barres et al., 1992; Raff et al., 1993). La majorité des 

oligodendrocytes qui restent en vie au-delà de 3 jours, survivront au cours de la vie adulte. La 

survie des OPCs dépend également de facteurs axonaux trophiques tels que le facteur de 
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ĐƌoissaŶĐe à l͛iŶsuliŶe ;insulin growth factor 1 ou IGF-1), le facteur neurotrophique ciliaire 

(ciliary neurotrophic factor ou CNTF) ou bien encore la neurotrophine-3 (NT-3 ; Barres & Raff, 

1993; Barres et al.,1993, 1994). Cependant, ces facteurs axonaux étant présents en quantité 

limitée, les OPCs vont se retrouver en compétition pour avoir accès à ces signaux de survie 

garantissant uŶ Ŷoŵďƌe fiŶal d͛oligodeŶdƌoĐǇtes pƌĠĐis et adaptĠ au Ŷoŵďƌe d͛aǆoŶes 

nécessitant une myélinisation (Barres & Raff, 1999). 

 

3.5 Migration des cellules oligodendrocytaires 

Les OPCs issus des différentes niches neurogéniques entament leur migration à travers toute 

la moelle épinière, afiŶ d͛ġtƌe distƌiďuĠs uŶifoƌŵĠŵeŶt daŶs le tissu. Cette migration est 

dépendante : 1) de facteurs chimiotactiques, qui possèdent la capacité d͛attiƌeƌ ou de 

repousser les OPCs ; 2) des interactions avec des molécules de la matrice extracellulaire (MEC) ; 

et 3) de sigŶauǆ d͛aƌƌġts. Dans chacune des sous-paƌties suiǀaŶtes, je dĠǀeloppeƌai le ƌôle d͛uŶ 

acteur clé impliqué dans ces différents aspects de la migration des cellules oligodendrocytaires. 

 

3.5.1 Facteurs chimiotactiques 

3.5.1.1 Facteurs chimio-répulsifs 

Plusieurs travaux ont rapporté l͛eǆpƌessioŶ de la ŶĠtrine-1 au sein des cellules de la plaque 

du plancher et au niveau de la ligne médiane de la moelle épinière au cours du développement 

embryonnaire (Kennedy et al., 1994; Jarjour et al., 2003). Chez la souƌis, l͛eǆpƌessioŶ de la 

nétrine-1 est détectée dès E9.5 (Dominici et al., 2017). Étant donné que la migration des OPCs 

s͛opğƌe depuis la ligne médiane ventrale, il a été suggéré que la nétrine-1 agissait comme un 

facteur chimio-répulsif pour les OPCs et Ƌu͛elle pourrait initier la migration oligodendrocytaire 

(Jarjour et al., 2003; Tsai et al., 2003). Ainsi, chez des souris déficientes en nétrine-1, il a été 

observé une mauvaise dispersion des OPCs qui restaient concentrés au niveau de la ligne 

médiane ventrale (Figure 10 ; Tsai et al.,2006). Ces données indiquent que la nétrine-1 est 

nécessaire pouƌ l͛iŶitiatioŶ de la ŵigƌatioŶ des OPCs. 
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Figure 10 La nétrine-1 paƌtiĐipe à l͛iŶitiatioŶ de la migration des OPCs au sein de la moelle épinière.  
Photomicrographies de moelle épinière à E13.5 chez les souris sauvages (+/+) (C) et les souris déficientes en nétrine-1 (-/-) (D) 
immunomarquées avec le marqueur Olig2 (gris). La migration des OPCs est retardée dans la moelle épinière chez les souris 
déficientes en nétrine-1 (Tsai et al.,2006). 

 

3.5.1.2 Facteurs chimio-attractants 

Les chimiokines ou chemokines sont des cytokines chimio-attractantes impliquées, entre 

autres, dans la régulation de la migration leucocytaire. Dans le SNC, elles sont sécrétées par 

diverses cellules gliales, comme les astrocytes et les cellules microgliales. Elles peuvent moduler 

la migration oligodendrocytaire au cours du développement (Tsai et al., 2002; Miron, 2017). 

Plusieurs études ont suggéré Ƌue l͛iŶteƌaĐtioŶ de la chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (CXCL12) 

avec son récepteur CXCR4 favorisait, in vitro et in vivo, la migration des OPCs vers la région 

dorsale de la moelle épinière au cours du développement (Figure 11 ; Dziembowska et al.,2005; 

Maysami et al.,2006). 

 

Figure 11 CXCR4 est nécessaire pour la migration des OPCS vers la région dorsale de la moelle épinière.  
Hybridation in situ des ARNŵ ĐodaŶts le PDGFRα daŶs la ŵoelle ĠpiŶiğƌe de souƌis sauǀages ;ǁild-type ; C) et de souris 
déficientes en récepteur CXCR4 (CXCR4-/- ; DͿ Ces illustƌatioŶs ŵoŶtƌeŶt uŶ Ŷoŵďƌe ƌĠduit d͛OPCs au seiŶ de la ƌĠgioŶ doƌsale 
de la moelle épinière à E14 chez les souris déficientes en CXCR4 comparativement aux souris sauvages. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 100 
µŵͿ. ;EͿ QuaŶtifiĐatioŶ du Ŷoŵďƌe d͛OPCs PDGFRα+ (moyenne + s.e.m) dans la moelle cervico-thoracique à E14, dans la région 
ventrale (gris) et la région dorsale (blanc) chez des souris sauvages (WT1-3) et des souris déficientes en récepteur CXCR4 (KO1-
3). ** p<0.001 (Dziembowska et al.,2005). 
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En 2016, Tsai et ses collaborateurs ont identifié une nouvelle voie de migration des OPCs, 

via les vaisseaux sanguins. En effet, afin de migrer sur de longues distances pour atteindre leur 

emplacement final, les OPCs migrent le long des vaisseaux sanguins du SNC (Figure 12) selon 

deux modalités : soit en rampant (crawling) soit en sautant de vaisseaux en vaisseaux (jumping ; 

Tsai et al.,2016). Lorsque le corps cellulaire des OPCs est en interaction avec la face abluminale 

des cellules endothéliales, on parle alors de « crawling ». Afin de se déplacer en « jumping », 

les OPCs étendent un de leur prolongement pour atteindre un vaisseau adjacent, puis se 

déplacent et apposent leur corps cellulaire sur le nouveau vaisseau (Tsai et al.,2016). De plus, 

ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de la ĐheŵokiŶe CXCLϭϮ paƌ les Đellules eŶdothĠliales, se lie aux 

récepteurs CXCR4 présents sur les OPCs. Ceci conduit à l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie WŶt, favorisant 

l͛attƌaĐtioŶ des OPCs vers les vaisseaux, leur migration le long de ces derniers et leur 

distribution au sein des différentes régions du SNC (Tsai et al.,2016). 

 

Figure 12 Les OPCs migrent le long des vaisseaux sanguins.  
PhotoŵiĐƌogƌaphie d͛uŶe ŵoelle ĠpiŶiğƌe à EϭϮ ;l͛eŶĐadƌĠ montre le domaine pMN : (C). Les OPCs exprimant Olig2 (rouge) 
dĠfiŶisseŶt le doŵaiŶe pMN de la zoŶe ǀeŶtƌiĐulaiƌe ;VZͿ de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe à EϭϮ ;DͿ. Les pƌeŵieƌs OPCs eǆpƌiŵaŶt PDGFRα 
et Nkx2.2 (pointes de flèches) quittent le domaine pMN et migrent le long du système vasculaire adjacent (cellules CD31+ en 
vert ; E-F). Les OPCs quittent le domaine pMN à E14 le long de vaisseaux (tête de flèche en G) ; ces cellules (Olig2+, Nkx2.2+ et 
PDGFRα+) poursuiǀeŶt eŶsuite leuƌ ŵigƌatioŶ le loŶg de l͛aƌďƌe ǀasĐulaiƌe (Tsai et al.,2016 ; G-H). 

 
3.5.2 Matrice extracellulaire 

Parmi les protéines de la MEC impliquées dans la migration des OPCs on peut citer la 

laminine, la fibronectine et la tĠŶasĐiŶe‐C. La fibronectine et la laminine favorisent la migration 

des oligodendrocytes, en agissant seules ou en combinaison avec le facteur chemoattractant 

PDGF-AA. Pour ce qui est de la ténascine-C, elle inhibe à la fois l͛adhĠsioŶ à la matrice 

extracellulaire et la migration oligodendrocytaire. Par exemple, de fort taux de ténascine-C sont 

retrouvés au niveau de la jonction du nerf optique et de la rétine, afin de prévenir la 
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myélinisation de la rétine (Bartsch et al., 1994). Ainsi, les interactions des molécules matricielles 

ont, à l͛instar des différentes protéines précitées, des rôles prépondérants lors de la migration 

des oligodendrocytes. 

 

3.5.3 Signaux d’arrġt 

La loĐalisatioŶ fiŶale des OPCs au seiŶ de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe dĠpeŶd ĠgaleŵeŶt de l͛aƌƌġt de 

leur migration. Aujouƌd͛hui, un certaiŶ Ŷoŵďƌe de sigŶauǆ d͛aƌƌġt oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs. Paƌŵi euǆ, 

la chemokine CXCL1, synthétisée par une population astrocytaire, se lie aux récepteurs CXCR2 

présents sur les OPCs. En agissant sur son récepteur, cette protéine inhibe la migration des 

OPCs. En effet, chez les souris déficientes en CXCR2, et malgré la présence du ligand CXCL1, les 

OPCs Ŷe s͛aƌƌġtent pas au niveau de la substance blanche proximale et continuent de migrer 

vers la périphérie de la moelle épinière (Figure 13 ; Tsai et al.,2002). 

 

 

Figure 13 L͛arrêt de la migration oligodendrocytaire est médiée par CXCR2.  
Photomicrographies de moelle épinière lombaire à P7 chez les souris sauvages (WT) et déficientes en récepteur CXCR2 (CXCR2-

/-). Distribution des oligodendrocytes matures (marqueur CC1 ; A-B), de la myéline (marqueur MBP ; C-D), des axones 
(marqueur neurofilament ; E-F). Quantification relative des oligodendrocytes matures dans la région ventrale de la moelle 
épinière. La substance blanche est divisée en 3 sous-régions : A région sous-piale, B région intermédiaire et C interface 
substance blanche/grise (G-H ; Tsai et al.,2002). 
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3.6 Différenciation des cellules de la lignée oligodendrocytaire 

3.6.1 La lignée oligodendrocytaire  

En 1928, del Río-Hortega publia dans son mémoire « Tercera aportación al conocimiento 

morfológico e interpretación funcional de la oligodendroglía » une première classification des 

cellules oligodendƌoĐǇtaiƌes. Il distiŶgua Ƌuatƌe tǇpes d͛oligodendrocytes selon leur 

morphologie (Figure 14 ; Rio-Hortega, 1928): 

 Type I ou ͞cellules de Robertson͟ ;polǇdeŶdƌoĐǇtes) qui possèdent un petit corps 

cellulaire (15-20 µm de diamètre). Ces oligodendrocytes présentent de nombreux 

prolongements fins qui enroulent les axones de petit diamètre. 

 Type II ou les « oligodendrocytes de Cajal » qui ont une morphologie cuboïde ou 

polygonale (20-40 µm de diamètre). Leurs prolongements sont plus fins et moins 

nombreux que les oligodendrocytes de type I. Ils sont enroulés de façon longitudinale 

par rapport à l͛aǆoŶe. 

 Type III ou les ͞oligodeŶdƌoĐǇtes de PaladiŶo͟. Ils sont moins abondants que les 

oligodendrocytes de type I et II. Ils sont caractérisés par la présence de seulement un à 

Ƌuatƌe pƌoloŶgeŵeŶts pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ Đorps cellulaire volumineux. 

 Type IV ou les ͞oligodeŶdƌoĐǇtes SĐhwannoid͟ soŶt très allongés et entourent plusieurs 

axones de moyen et gros diamètre. 

 

Figure 14 Illustrations des différentes cellules de la lignée oligodendrocytaire.  
IllustƌatioŶs sĐhĠŵatiƋues des diffĠƌeŶtes ĐatĠgoƌies d͛oligodeŶdƌoĐǇtes issus de la suďstaŶĐe ďlaŶĐhe ĐoƌtiĐale ;A, BͿ et de la 
substance blanche de la moelle épinière (C) après coloration avec la méthode de Golgi-Hortega. (B) Oligodendrocytes de type 
I (O-I) ou avec de longs processus qui suivent les axones (O-I4), et deux astrocytes (DA). (C) Illustration des oligodendrocytes 
du pƌeŵieƌ ;dͿ ; tƌoisiğŵe ;eͿ et Ƌuatƌiğŵe tǇpe ;fͿ aiŶsi Ƌu'uŶ astƌoĐǇte fiďƌeuǆ ;gͿ ;d͛apƌğs (Pérez-Cerdá et al., 2015). 

 
EŶ aĐĐoƌd aǀeĐ les tƌaǀauǆ d͛Hoƌtega, une classification a été proposée par Baumann et en 

2001. Ces auteurs définissent quatre stades de différenciation des oligodendrocytes : les OPCs, 

les pƌĠ‐oligodeŶdƌoĐǇtes, les oligodendrocytes matures ;ou pƌĠ‐ŵǇĠliŶisaŶts) et les 

oligodendrocytes myélinisants (Figure 15). Cette classification repose à la fois sur des critères 

ŵoƌphologiƋues et l͛eǆpƌessioŶ de ŵaƌƋueuƌs spécifiques (Baumann and Pham-Dinh, 2001). 

A B C
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 Les OPCs sont caractérisés par une morphologie bipolaire et par l'expression de 

PDGFRα, du gaŶglioside AϮBϱ, du pƌotĠoglǇĐaŶe Ŷeuƌo‐glial Ϯ ;neural/glial antigen 2, NG2) et 

de la molécule d'adhésion de l'acide polysialique des cellules neurales (polysialylated-neural 

cell adhesion molecule, PSA‐NCAMͿ (Pringle et al., 1992; Grinspan & Franceschini, 1995; 

Nishiyama et al., 1996).  

 Au cours de la différenciation, les OPCs deviennent des pƌĠ‐oligodeŶdƌoĐǇtes et la 

plupart des marqueurs des stades précoces sont maintenus à ce stade. Ces pré-

oligodendrocytes sont également multipolaires avec de courts prolongements. Cette transition 

est aĐĐoŵpagŶĠe de l͛eǆpƌessioŶ du sulfatide ƌeĐoŶŶu paƌ l'aŶtiĐoƌps aŶti‐Oϰ qui persiste 

jusqu'au stade d'oligodendrocyte mature.  

 La perte de l'expression de A2B5 engage le stade oligodendrocytes matures. Ces 

oligodendrocytes commencent à exprimer la protéine GalC (Sommer & Schachner, 1981; Yu et 

al., 1994). A ce moment, les oligodendrocytes deviennent matures, post‐ŵitotiƋues et 

présentent de longs prolongements ramifiés (Armstrong et al., 1992).  

 L'expression de la protéine Adenomatous Polyposis Coli (APC ; également dénommée 

CC1), de la CNP ainsi que l'apparition séquentielle des protéines constitutives de la myéline 

telles que la MBP, la PLP et la MAG marque le stade final de maturation qui se finalise par 

l'expression de la MOG et le début de la myélinisation (Solly et al., 1996; Zhang, 2001). 

 

 

Figure 15 Représentation schématique des stades de développement de la lignée oligodendrocytaire.  
Les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues ŵoƌphologiƋues ;eŶ hautͿ et aŶtigĠŶiƋues ;doŶt l͛appaƌitioŶ et/ou l͛eǆpƌessioŶ est sĐhĠŵatisĠe paƌ uŶ 
gradient de couleur) des OPCs, des pré-OLs, des OLs ŵatuƌes et des OLs ŵǇĠliŶisaŶts soŶt pƌĠseŶtĠes ;D͛apƌğs Traiffort et 

al.,2016). 
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Grâce aux techniques de séquençage des ARN, de nouvelles populations de cellules de la 

lignée oligodendrocytaire ont pu être identifiées. Une étude de 2016, menée par Marques et 

ses collaborateurs, ont ainsi pu identifier 12 populations de cellules oligodendrocytaires 

différentes (Figure 16). On retrouve les : 

 Cellules pƌĠĐuƌseuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes (OPCs) comme premier stade de la lignée 

oligodendrocytaire. Cette population est caractérisée par la co-expression de Pdgfrα et de 

Cspg4 (protéoglycane sulfate de chondroïtine 4) et de différents gènes associés aux astrocytes 

et à la glie radiaire tels que Fabp7 et Tmem100 (Zeisel et al., 2015). 

 PƌĠĐuƌseuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes engagés dans la différenciation (differenciation-

committed oligodendrocyte precursors ou COPsͿ, ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ la peƌte d͛eǆpƌessioŶ de 

Pdgfƌα et Cspg4 et par l͛eǆpƌessioŶ de gènes impliqués dans les processus de migration (Tns3, 

Fyn ; (Marques et al., 2016). 

 Oligodendrocytes nouvellement formés (newly formed oligodendrocytes ou NFOLs), 

subdivisés en 2 groupes, les NFOL1 et NFOL 2. Dans cette population, des gènes impliqués dans 

la différenciation oligodendrocytaire comme Tcf712 et Casr sont fortement exprimés alors 

Ƌu͛uŶe ďaisse d͛eǆpƌessioŶ de Gpr17, connu comme un facteur inhibiteur de la différenciation 

est observée (Cahoy et al., 2008; Chen et al., 2009; Zhang et al., 2014). 

 Oligodendrocytes formant de la myéline (myelin-forming oligodendrocytes ou MFOLs) 

divisés en 2 sous-groupes, les MFOL1 et les MFOL2. Ces cellules expriment des gènes impliqués 

dans la formation de la myéline, tels que Plp1, Mog, Opalin, Serinc5 (Marques et al., 2016). 

 Oligodendrocytes matures (mature oligodendrocytes ou MOLs) subdivisés en 6 sous-

groupes de MOL1 à MOL6. Parmi ces cellules, sont retrouvés des gènes impliqués dans la 

différenciation tardive des oligodendrocytes (tels que Klk6 et Apod ; Cahoy et al.,2008). Chaque 

sous-population peut être retrouvée de façon préférentielle dans certaines régions du SNC. Par 

exemple, la sous-population MOL5 est retrouvée chez la souris juvénile seulement au niveau 

de la corne dorsale de la moelle épinière où la différenciation des oligodendrocytes est 

achevée. En revanche, dans le corps calleux la différenciation prend fin seulement au stade 

adulte ;PϲϬͿ et Đ͛est seuleŵeŶt à Đe stade que la sous-population MOL5 sera retrouvée 

(Marques et al., 2016). 
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Figure 16 Différentes sous-populations de la lignée oligodendrocytaire.  
Représentation graphique de la distribution des différents sous-tǇpes d͛OLs Đhez la souƌis à diffĠƌeŶts stades ;AͿ. Le pƌoĐessus 
de différenciation des oligodendrocytes est séquentiel, continu et uniforme dans tout le SNC. Les populations matures (MOL) 
présentent une hétérogénéité et une spécificité régionale (Marques et al.,2016 ; B). 

 
 

3.6.2 Régulations de la différenciation 

Les étapes de différenciation sont hautement régulées par des facteurs épigénétiques ainsi 

que par des facteurs extrinsèques et/ou intrinsèques (Emery & Lu, 2015). Parmi ces facteurs 

intrinsèques, on retrouve les protéines Sox, de la famille des facteurs de transcription High 

Mobility Group Box (HMGB). Ces protéines sont impliquées dans divers processus du 

développement de la lignée oligodendrocytaire. Par exemple, le facteur de transcription Sox9 

est impliqué dans la spécification des cellules souches neurales en OPCs ; Sox10, quant à lui, 

est essentiel à la différenciation des oligodendrocytes vers le stade myélinisant (Stolt et al., 

2002, 2003). SoǆϭϬ est l͛uŶ des ƌaƌes faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ à ġtƌe ƌestƌeiŶt à la ligŶĠe 

oligodendrocytaire. Son expression débute à E11.5 chez la souris dans le domaine pMN, dans 

les cellules qui donneront par la suite les cellules oligodendrocytaires. À 12.5, Sox10 est 

ƌetƌouǀĠ daŶs les OPCs ;PDGFRα+), et le nombre de cellules Sox10+ augmentent au cours du 

développement. A E14.5 et E16.5, les cellules Sox10+ sont réparties dans toute la substance 

gƌise, et Đe Ŷ͛est Ƌu͛à paƌtiƌ de Eϭϴ.ϱ Ƌue Đes Đellules s͛aĐĐuŵuleŶt daŶs la futuƌe substance 

blanche (Stolt et al.,2002). Le facteur de transcription Sox10 est un facteur essentiel à la 

différenciation terminale des oligodendrocytes et à la myélinisation. En effet, chez les souris 

déficientes en Sox10, aucun immunomarquage des différentes protéines de la myéline telles 

que MBP, PLP ou encore MAG Ŷ͛est dĠteĐtĠ auǆ stades eŵďƌǇoŶŶaiƌes. Ces immunomarquages 

apparaissent en faible proportion (<5%) chez les nouveau-nés comparativement à la souche 

sauvage (Figure 17 ; Stolt et al.,2002). 

A B
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Figure 17 Expression des gènes codants pour les protéines de la myéline dans la moelle épinière en présence ou en l'absence de 
Sox10.  
Hybridation in situ des ARNm codants la MBP (a-h) et la PLP (i-p) dans la moelle épinière de souris sauvages (+/+) et de souris 
déficientes en Sox10 (-/-). Ces illustrations montrent une hypomyélinisation chez les souris-/- comparativement aux souris+/+ 
(Stolt et al.,2002). 
 

Un autre facteur de cette famille, le facteur Sox17, a été identifié comme étant un nouveau 

régulateur de la différenciation de la lignée oligodendrocytaire. Celui-ci est retrouvé dans 

toutes les cellules de la lignée oligodendrocytaire, ŵais soŶ piĐ d͛eǆpƌessioŶ est assoĐiĠ auǆ 

oligodendrocytes pré-myélinisants laissant suggĠƌeƌ Ƌu͛il est iŵpliƋuĠ daŶs la tƌaŶsitioŶ des 

oligodendrocytes immatures vers un phénotype mature au cours du développement (Sohn et 

al.,2006). De plus, des études in vitro, montrent que ce facteur régule la sortie du cycle 

cellulaire des oligodendrocytes et favorise la différenciation oligodendrocytaire (Sohn et 

al.,2006). Cependant, son implication dans la différenciation des oligodendrocytes in vivo ne 

fait pas l͛uŶaŶiŵitĠ. En 2018, uŶe Ġtude s͛est iŶtĠƌessĠe au rôle de Sox17 in vivo, en utilisant 

un système de surexpression inductible de Sox17 (système Tet-Off) sous le contrôle du 

promoteur Sox10 (TetSox17:Sox10rtTA/+ ; Ludwig et al.,2004). Leurs données suggèrent que la 

surexpression de Sox17 inhibe la différenciation des oligodendrocytes Sox10+ en réprimant 

l͛eǆpƌessioŶ des principaux gènes de la myéline (cnp1, plp1, mbp, mag et mog) conduisant à 

une hypomyélinisation transitoire (Figure 18 ; Fauveau et al.,2018). 
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Figure 18 La surexpression de Sox17 induit une hypomyélinisation. 
Analyse ultrastructurale de la substance blanche ventrale de moelle épinière de souris sauvages (Sox10 rtTA/+) et surexprimant 
Sox17 (TetSox17:Sox10 rtTA/+), à P7 (a-d) ou P15 (e-g). Les axones non myélinisés sont pseudo-colorés en bleu chez les souris P7 
TetSox17 ; Sox10 rtTA/+ (a). Pourcentage d'axones myélinisés (b). Analyse de la densité axonale. (c) g-ratio par rapport au 
diamètre axonal, à P7 (d). Quantification des axones myélinisés chez les souris Sox10rtTA/+ (gris) et TetSox17:Sox10 rtTA/+ (vert) à 
P15 (e). Pourcentage d'axones myélinisés (f). Analyse du g-ratio, à P15 (g). Barre d'échelle : ϭ μŵ ;Fauǀeau et al.,2018). 

 
 

Au contraire, une récente étude menée par Chew et ses collaborateurs montre que Sox17 

favorise la différentiation oligodendrocytaire in vivo (Chew et al., 2019). En utilisant un modèle 

de souris déficientes en Sox17 sous le contrôle du promoteur Cnp, ils ont pu mettre en évidence 

un retard de différenciation des oligodendrocytes à partir de P30. Ce retard se traduit par une 

ďaisse d͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes de la ŵǇĠliŶe (Figure 19 G). Ils rapportent également un 

Ŷoŵďƌe ƌĠduit d͛aǆoŶes ŵǇĠliŶisĠs aĐĐoŵpagŶĠes d͛uŶe Ġpaisseuƌ de gaiŶe de ŵǇĠliŶe plus 

fine (Figure 19 H-J ; Chew et al.,2019). Cette hypomyélinisation se traduit par des troubles de 

la coordination motrice (Figure 19 K ; Chew et al.,2019). 

 

 

Figure 19 La suppression de Sox17 affecte la différenciation des oligodendrocytes et la myélinisation.  
Quantification relative et western blot des protéines de la myéline chez les souris sauvages (Ctrl) et déficientes en Sox17 (CKO) 
à P18 et P30 (G). Photomicrographies en microscopie électronique à transmission de souris sauvages et déficientes en Sox10 
à P60 montrant une hypomyélinisation chez souris déficientes en Sox17 comparativement aux souris sauvages. Barre 
d͛ĠĐhelle : 10µm (H). Analyse du g-ratio (I). Quantification des axones myélinisés à P60 chez des souris contrôles (CNP-Cre, 
Sox17fl/fl) et CKO (J). Analyse du comportement en utilisant le test de la poutre inclinée (K). ∗∗∗ p <0,001, ∗∗ p <0,005, ∗ p <0,05, 
test t de Student, moyenne ± SEM. (Chew et al.,2019). 
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BieŶ Ƌu͛aujouƌd͛hui de Ŷoŵďƌeuǆ faĐteuƌs soieŶt ĐoŶŶus pouƌ favoriser la différenciation 

des cellules oligodendrocytaires vers un phénotype mature myélinisant, il existe également des 

inhibiteurs de celle-ci. Parmi eux, nous pouvons citer LINGO-1 (leucine rich repeat and 

immunoglobin-like domain-containing protein 1), qui est une protéine exprimée dans les 

neurones et les oligodeŶdƌoĐǇtes. LINGO‐ϭ iŶhiďe la différenciation des oligodendrocytes en 

augmentant l'activité de la kinase Fyn et en diminuant l͛aĐtiǀitĠ de RhoA (Mi et al., 2005), voie 

impliquée dans la différenciation des oligodendrocytes (Liang et al., 2004).  

GPR17 (G-protein coupled receptor 17) a également été caractérisé comme étant un 

inhibiteur de la différenciation des oligodendrocytes (Chen et al., 2009). GPR17 est un 

récepteur spécifique des oligodendrocytes et est exprimé de façon transitoire entre le stade 

d'OPCs et d'oligodendrocyte mature (Cahoy et al., 2008; Chen et al., 2009; Fumagalli et al., 

2011). La surexpression de GPR17 inhibe la différenciation oligodendrocytaire à la fois in vitro 

et in vivo (Chen et al., 2009). Inversement, une myélinisation précoce est retrouvée chez les 

souris déficientes en GPR17 comparativement aux souris sauvages (Chen et al., 2009).  

Ainsi, les étapes de différenciation des oligodendrocytes doivent être finement régulées afin 

de contrôler le bon déroulement de la myélinisation au cours du développement. Une 

connaissance plus détaillée de ces processus de régulation contribuerait à mieux définir les 

étapes limitantes qui surviennent dans les maladies démyélinisantes et dysmyélinisantes. 

 

3.7 Enroulement, segments et ultrastructure de la gaine de myéline 

3.7.1 Enroulement de la gaine de myéline 

Les ŵĠĐaŶisŵes peƌŵettaŶt l͛eŶƌouleŵeŶt et la ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe soŶt 

eŶĐoƌe aujouƌd͛hui mal connus. Plusieurs modèles ont été proposés depuis plusieurs 

décennies. Ce phénomène est souvent décrit comme une succession de 5 étapes cruciales : (1) 

une extension des lamellipodia et des filopodia ; (2) le contact entre le prolongement 

oligodendrocytaire et l͛aǆoŶe et l͛iŶitiatioŶ de l͛eŶƌouleŵeŶt ; ;ϯͿ l͛eŶƌouleŵeŶt eŶ spiƌale 

autouƌ de l͛aǆoŶe sous les eŶǀeloppes pƌĠĐĠdeŶtes ; ;ϰͿ l͛eǆteŶsioŶ latérale de la gaine et ; (5) 

la compaction du cytoplasme pour former une gaine de myéline mature et fonctionnelle 

(Simons and Nave, 2015).  
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Au cours de ces étapes, les cellules subissent de conséquents changements morphologiques 

ŶĠĐessitaŶt uŶe ƌĠoƌgaŶisatioŶ de leuƌ ĐǇtosƋuelette, ŶotaŵŵeŶt de l͛aĐtiŶe (Zuchero et al., 

2015). 

Une Ġtude s͛est iŶtĠƌessĠe au Đoŵpleǆe AƌpϮ/ϯ ;Actin Related Protein 2/3) qui joue un rôle 

ŵajeuƌ daŶs la ƌĠgulatioŶ du ĐǇtosƋuelette d͛aĐtiŶe. Les auteurs ont montré que les complexes 

ĐǇtosƋuelettiƋues d͛aĐtiŶe contrôlaient dynamiquement la myélinisation. L͛assemblage des 

filaŵeŶts d͛actine, régulé par le complexe Arp2/3, permet aux prolongements de s͛aĐĐƌoîtƌe. 

Cependant, l͛eŶƌouleŵeŶt de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe ŶĠĐessite le dĠsasseŵďlage de l͛aĐtiŶe. Ce 

processus de désassemblage serait régulé par la MBP, mais les mécanismes impliqués sont 

encore mal connus à ce jour (Zuchero et al.,2015). 

Selon les modèles actuels, la membrane plasmique de forme triangulaire possède deux 

faces : une face interne (inner tongueͿ eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l͛aǆoŶe et uŶe faĐe eǆteƌŶe ;outer 

tongue) en contact avec le corps cellulaire (Figure 20). L͛eǆteŶsioŶ de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue 

se fait au niveau de la face interne puis les différentes couches de ŵǇĠliŶe s͛eŶƌouleŶt sous les 

couches précédentes (Figure 20). La croissance des lamelles se déroule sur la face la plus 

interne de la myéline, tandis que la compaction débute sur la face la plus externe de la myéline 

(Snaidero & Simons, 2014). 

 

 

Figure 20 Modèle de biogenèse de la myéline dans le SNC, partie I.  
Modèle d'une gaine de myéline en formation, illustrant la chronologie des principales étapes dans une vue en coupe, 
enveloppée et non-enveloppée (A-D). La représentation non-enveloppée montre la géométrie, le développement de la gaine 
(violet) et la localisation des canaux cytoplasmiques (gris), qui relient le corps cellulaire et la zone de croissance à la langue 
interne. La zone de croissance est colorée en rose et la myéline compactée en violet foncé. La représentation enveloppée 
montre la position des couches lorsqu'elles sont enroulées autour de l'axone. Les coupes transversales montrent l'état de 
compactage pendant la croissance de la myéline (Snaidero et al., 2014). 
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Les ĐouĐhes s͛ĠteŶdeŶt paƌ la suite de façoŶ latĠƌale, jusƋu͛à Đe Ƌue ĐhaƋue lamelle de 

ŵǇĠliŶe ĐoŵpaĐte s͛ouǀƌe eŶ ďouĐles paranodales (Figure 21 ; Snaidero et al., 2014). Ces 

boucles paranodales (paranodal loop) s͛aŶĐƌeŶt à l͛aǆoŶe grâce à des jonctions « de type 

septée » (septate-like junctions). 

 

 

Figure 21 Modèle de biogenèse de la myéline dans le SNC, partie II.  
Modèle de compaction de la gaine de myéline au cours de sa croissance. Le taux de croissance de la langue interne à l'avant 
ainsi que les niveaux de MBP et de CNP déterminent l'étendue du compactage de la membrane (A). Développement de la gaine 
de myéline représentée dans une vue non enveloppée montrant la zone de croissance (rose), la zone non compactée (bleu), 
la membrane compactée (zones violettes), l'agencement et la fermeture des canaux cytoplasmiques pendant la formation de 
la myéline (B). Modèle de formation des boucles paranodales par l'extension latérale des différentes couches de myéline 
(Snaidero et al.,2014 ; C). 

 

3.7.2 Segments myéliniques et régions nodales 

Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs vu précédemment, la myéline est une structure multi-lamellaire 

organisée de façon segmentaire, définissant des régions distinctes comprenant : l͛iŶteƌŶœud 

Ƌui ĐoƌƌespoŶd à la paƌtie ŵǇĠliŶiƋue, le juǆtapaƌaŶœud, uŶe ƌĠgioŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe faisaŶt la 

joŶĐtioŶ aǀeĐ le paƌaŶœud Ƌui ƌepƌĠseŶte la fiŶ de la ŵǇĠliŶe et le ĐoŵŵeŶĐeŵeŶt du Ŷœud 

de Ranvier (Figure 22). 

 

 

Figure 22 Représentation sĐhĠŵatiƋue de l͛oƌgaŶisatioŶ des diffĠƌeŶts segŵeŶts ŵǇĠliŶiƋues ďoƌdaŶt le Ŷœud de RaŶǀieƌ. 
(Poliak & Peles, 2003). 
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Le segment initial de l'axone (AIS) est une région spécialisée non myélinisée à l'extrémité 

proximale de l'axone myélinisé où les potentiels d'action sont initiés. Au Ŷiǀeau de l͛AIS, de 

nombreux canaux ioniques, tels que des canaux sodiques voltage-dépendants (Nav) et des 

canaux potassiques sont retrouvés dans l͛aǆoleŵŵe (Duménieu et al., 2017). La propagation 

rapide et saltatoire du poteŶtiel d͛aĐtioŶ est possiďle gƌâĐe à l͛oƌgaŶisatioŶ paƌtiĐuliğƌe de la 

gaine de myéline. 

Les segments myéliniques sont composés de domaines fonctionnels distincts, ainsi chaque 

région internodale est séparée de la suivante par plusieurs domaines spécialisés : 

 Les Ŷœuds de RaŶǀieƌ ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶe ƌĠgioŶ aŵǇĠliŶiƋue d͛eŶǀiƌoŶ ϭ à Ϯ µŵ. Ils 

sont espacés à des iŶteƌǀalles d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬϬ fois le diaŵğtƌe aǆoŶal et soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ la 

présence de Nav (Salzer, 2003). L͛iŵpoƌtaŶte deŶsitĠ de Đes ĐaŶauǆ ;>ϭϮϬϬ/µŵ²Ϳ est esseŶtielle 

pour la propagation du poteŶtiel d͛aĐtioŶ et la ĐoŶduĐtioŶ saltatoiƌe. Au seiŶ du SNC, trois 

principaux sous-types de canaux sodiques sont retrouvés : Nav1.1, Nav 1.2 et Nav 1.6. Le sous-

type Nav1.1 est retrouvé principalement au niveau des dendrites alors que les deux autres 

formes de canaux sodiques sont retrouvées au niveau axonal. Le sous-type Nav 1.2 est présent 

très précocement au cours du développement, tandis que le sous-type Nav 1.6 est prédominant 

Đhez l͛adulte (Rios et al., 2003). La ŵatuƌatioŶ des Ŷœuds de RaŶǀieƌ est aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe 

réorganisation de ces canaux sodiques. En effet, le sous-type Navϭ.Ϯ est assoĐiĠ auǆ Nœuds de 

Ranvier immature, mais lorsque la myélinisation est en cours, Nav1.6 prend place. Seul le canal 

ionique Nav1.6 est présent dans les fibres présentant une myéline compacte (Boiko et al., 

2001). Le regroupement des Nav se déroulant en amont de la mise en place de la myéline, 

constituerait un mécanisme précoce pour accélérer la vitesse de conduction. En effet, la 

présence précoce de clusters de Nav est associée à une conduction micro-saltatoire permettant 

aiŶsi d͛assuƌeƌ uŶe pƌopagatioŶ plus rapide de l͛iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ (Rama et al., 2018). 

De ƌĠĐeŶts tƌaǀauǆ oŶt suggĠƌĠ l͛iŵpoƌtaŶĐe de l͛espace périaxonal dans la propagation 

ƌapide et saltatoiƌe de l͛iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ. Les auteuƌs pƌoposeŶt uŶ ŵodğle à « double câble », 

dans lequel la gaine de myéline (possédant une faible capacité électrique) est combinée à une 

sous-couche de myéline conductrice. Cette modélisation reproduirait le profil spatio-temporel 

de la conduction saltatoire de l͛iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ (Cohen et al., 2020). 

Au niveau des domaines nodaux, il existe de nombreux contacts avec les cellules gliales 

eŶǀiƌoŶŶaŶtes, Đe Ƌui ĐoŶduit à l͛hǇpothğse Ƌue les Ŷœuds de RaŶǀieƌ pouƌƌaieŶt seƌǀiƌ de 
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point de communication ou ͞hub͟ entre les neurones et les cellules gliales (Lubetzki et al., 

2020). AiŶsi, il est ďieŶ Ġtaďli Ƌue l͛oŶ ƌetƌouǀe, au Ŷiǀeau des Ŷœuds de Ranvier, des astrocytes 

périnodaux, voire, comme cela a été révélé récemment, des prolongements de cellules 

microgliales (Figure 23 ; Lubetzki et al.,2020 ; Desmazières et al.,unpublished work). De plus, 

Đoŵŵe l͛illustƌe la figure 23 ci-apƌğs, des pƌoloŶgeŵeŶts de pƌĠĐuƌseuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes 

participent également à ce ͞hub͟ de communications intercellulaires. 

 

 

Figure 23 Représentation schématique des contacts neuro-gliaux au niveau des Ŷœuds de RaŶǀieƌ.  
Au niveau de la région nodale, il a été montré que les astrocytes périnodaux, les OPCs et récemment les cellules microgliales 
ĠtaieŶt eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l͛aǆoŶe ;Desŵaziğƌes et al.,unpublished work). Ce modèle reste hypothétique, étant donné que les 
connaissances actuelles ne permettent pas de savoir si les interactions entre ces trois types cellulaires se déroule de manière 
constante et simultanée (Lubetzki et al.,2020). 

 

 Le paranode : Đette ƌĠgioŶ Ƌui flaŶƋue de paƌt et d͛autƌe les Ŷœuds de RaŶǀieƌ est la 

zoŶe d͛aŶĐƌage de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe à l͛aǆoleŵŵe. C͛est uŶe stƌuĐtuƌe ĐoŵposĠe de sĠƌies 

de boucles contenant du cytoplasme : les boucles paranodales (paranodal loop). Ces dernières 

sont en Ġtƌoite iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ l͛aǆoŶe (Poliak & Peles, 2003; Rios et al., 2003). Ces boucles 

soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ la pƌĠseŶĐe de joŶĐtioŶs Ġtƌoites ĐloisoŶŶĠes eŶtƌe l͛aǆoleŵŵe et 

l͛oligodeŶdƌoĐǇte. Ces joŶĐtioŶs soŶt de tǇpe septĠe (septate-like junctions), de par leur forte 

ressemblance aux jonctions retrouvées entre les cellules épithéliales des Invertébrés (Faivre-

Sarrailh, 2020). Elles peƌŵetteŶt aiŶsi de joueƌ uŶ ƌôle de ďaƌƌiğƌe phǇsiƋue et d͛eŵpġĐheƌ la 

diffusion latérale des canaux ioniques entre les domaines nodaux et juxta-paranodaux. Ces 

jonctions axo-gliales sont permises gƌâĐe à l͛iŶteƌaĐtion du complexe axonal Caspr (Contactin 

associated protein) / contactine-1 aǀeĐ l͛isofoƌŵe ϭϱϱkDa de la ŶeuƌofasĐiŶe ;NF-155) qui est 

présente à la surface de la membrane oligodendrocytaire (Trapp & Kidd, 2000; Lubetzki et al., 

2003). 
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 Le juxtaparanode : cette région est comprise entre le paranode et l͛iŶteƌŶœud. La 

jonction axo-gliale formée paƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe l͛hĠtĠƌodiŵğƌe aǆoŶal Caspr2/TAG-1 

(transient axonal glycoprotein-1) et TAG-1 présente à la membrane de l͛oligodendrocyte, 

permet de regrouper tous les canaux potassiques de type Kv1.1/Kv1.2 dans cette région. Ces 

canaux permettent de réguleƌ l͛eǆĐitaďilitĠ ŶeuƌoŶale (Thaxton & Bhat, 2009). 

 

3.7.3 Ultrastructure de la gaine de myéline 

La gaine de myéline est une membrane hautement polarisée composée de plusieurs 

lamelles de membrane en spirales serrées et sans cytoplasme, appelées myéline compacte et 

retrouvées daŶs l͛iŶteƌŶœud et le juǆtapaƌaŶœud. Cependant, elle est également constituée 

de ďouĐles paƌaŶodales ŶoŶ ĐoŵpaĐte ƌeliaŶt la gaiŶe à l͛aǆoleŵŶe. 

 

 La myéline compacte est ƌetƌouǀĠe au Ŷiǀeau des iŶteƌŶœuds et juǆtapaƌaŶœuds. Les 

desĐƌiptioŶs à l͛ĠĐhelle de la ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛elle est composée d͛uŶe 

structure bien particulière, résultant de l͛appositioŶ de deux couches d͛uŶe pĠƌiodiĐitĠ de ϭϮ 

nm (Aggarwal et al., 2011). On retrouve 1) une double ligne intrapériodique, qui représente 

l͛appositioŶ de deuǆ feuillets externes de la membrane plasmique et 2) une ligne dense 

majeure, foƌŵĠe paƌ l͛appositioŶ de deuǆ feuillets internes de membranes plasmiques (Figure 

24). 

 

Figure 24 Illustration schématique de la structure de la gaine de myéline.  
La myéline compacte est formée par l'apposition des feuillets externes de la membrane (formant la double ligne 
intrapériodique), et l'apposition des feuillets internes (formant la ligne dense majeure ; Baron & Hoekstra ; 2010). 

 

 La double ligne intrapériodique (IDL) est composée majoritairement de la protéine PLP. 

Cette protéine est esseŶtielle pouƌ la staďilisatioŶ de l͛ultƌastƌuĐtuƌe de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe, 

cependant son rôle dans la compaction de la gaine de myéline Ŷe fait pas l͛uŶaŶiŵitĠ 
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(Klugmann et al., 1997; Nadon & West, 1998). Le rôle de la PLP dans la compaction de la gaine 

de myéline diffère selon le modèle de délétion du gène codant pour la PLP utilisé. Elle est ainsi 

considérée comme une protéine jouant un rôle de « zip ». Des mutations sur le gène PLP1 sont 

à l͛oƌigiŶe de plusieuƌs leuĐodǇstƌophies dǇsŵǇĠliŶisaŶtes, Ƌue l͛oŶ ƌegƌoupe sous le teƌŵe de 

« PLP-pathies ». Les PLP-pathies englobent toutes les formes de la maladie de Pelizaeus-

Merzbacher (PMD ; Saugier-Veber et al.,1994; Cambi et al.,1996). Cette pathologie et ses 

modèles murins feront l͛oďjet du §6 de cette partie. 

 

 La ligne dense majeure (MDL) est composée de l͛aĐĐoleŵeŶt des feuillets iŶteƌŶes des 

prolongements oligodendrocytaires eŶƌoulĠs autouƌ de l͛aǆoŶe où est retrouvée la protéine 

MBP. Une fois synthétisée, la MBP est acheminée vers les couches externes de la myéline, où 

elle se polymérise rapidement pour former un réseau fibreux et permettre l͛eǆtƌusioŶ du 

cytoplasme de la gaine nouvellement formée. Cela lui donnera sa stabilité physique et initiera 

la compaction de la gaine de myéline (Aggarwal et al., 2011). La MBP joue un rôle fondamental 

dans les processus de myélinisation comme le prouve le mutant shiverer. Ces souris ont une 

duƌĠe de ǀie d͛eŶǀiƌoŶ ϵϬ-150 jours et présentent différents symptômes tels que des 

tƌeŵďleŵeŶts et des Đƌises ĠpileptiƋues. L͛aŶalǇse du SNC de Đes aŶiŵauǆ révèle une gaine de 

myéline quasi inexistante, avec une absence totale de ligne dense majeure sur le peu de 

myéline formée (Privat et al., 1979). 

 

 La myéline non compacte est quant à elle retrouvée au niveau de la région paranodale. 

Cette région est enrichie en CNP, elle permet de prévenir la compaction de la gaine de myéline 

et de maintenir les régions cytoplasmiques riches en canaux sodiques (Trapp et al., 1988; 

Snaidero et al., 2017). 

 

3.7.4 Régulation du contact axo-glial et enroulement 

Les facteurs axonaux sont nécessaires aux différentes étapes de la myélinisation et peuvent 

être divisés en deux groupes : ceux qui vont initier et favoriser la myélinisation et ceux qui vont 

l͛inhiber (Piaton et al., 2010). La ďalaŶĐe eŶtƌe Đes faĐteuƌs diĐte l͛oƌĐhestƌation spatio-

temporelle de la myélinisation (Piaton et al., 2010).  
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3.7.4.1 Facteurs qui régulent positivement la myélinisation 

3.7.4.1.1 Facteurs axonaux médiés par le contact 

Les axones commencent à être myélinisés uŶe fois Ƌu͛ils ĐoŵŵeŶĐeŶt à s͛Ġlaƌgiƌ. En effet, 

seuls les axones avec un diamètre supérieur à 0.2 µm sont myélinisés dans le SNC (Baumann & 

Pham-Dinh, 2001). De plus, le nombre de tours d͛eŶƌouleŵeŶt est ĐoƌƌĠlĠ aǀeĐ le diaŵğtƌe 

axonal (Friede et al., 1972). Plusieurs facteurs sécrétés par les axones favorisent le contact des 

oligodendrocytes avec celui-ci, telle que la laminine αϮ Ƌui iŶteƌagit aǀeĐ l͛iŶtĠgƌiŶe β1 présente 

au niveau des oligodendrocytes (Câmara et al., 2009). Lorsque les oligodendrocytes possèdent 

uŶe ŵutatioŶ de l͛iŶtĠgƌiŶe β1, seuls les axones de larges diamètres sont myélinisés pendant 

la fenêtre temporelle normale. Cela suggère que cette intégrine contribuerait à la détection de 

la taille des axones (Câmara et al., 2009). 

 

3.7.4.1.2 Activité électrique 

La possiďilitĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ ĠleĐtƌiƋue ŶeuƌoŶale soit uŶ pƌĠƌeƋuis pouƌ iŶitieƌ la 

myélinisation a été pour la première fois suggéré en 1963. Gyllensten et Malmfors ont pu 

constater une hypomyélinisation des nerfs optiques de souris élevées dans le noir, qui de plus 

débutait plus tardivement que chez les souris élevées en conditions normales (Gyllensten & 

Malmfors, 1963). En outre, l͛utilisatioŶ de ŶeuƌotoǆiŶes ďloƋuaŶt les canaux sodiques, telle que 

la tétrodotoxine, a montré une inhibition de la myélinisation (Demerens et al., 1996).  

 

3.7.4.2 Facteurs qui régulent négativement la myélinisation 

3.7.4.2.1 PSA-NCAM 

Plusieurs observations indirectes indiquent que la PSA-NCAM (polysialic acid neural cell 

adhesion molecule) agit Đoŵŵe uŶ ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de l͚iŶteƌaĐtioŶ Đellule-cellule au cours 

du développement (Doherty et al., 1990; Kiss et al., 1994). Dans la moelle épinière, au cours du 

développement post-Ŷatal Đhez la souƌis, le gƌadieŶt d͛eǆpƌessioŶ de la PSA-NCAM est 

inversement corrélé avec le gƌadieŶt de ŵǇĠliŶisatioŶ, et l͛eǆpƌessioŶ de PSA-NCAM diminue 

parallèlement avec la progression de la myélinisation (Oumesmar et al., 1995). De manière 

siŵilaiƌe, duƌaŶt le dĠǀeloppeŵeŶt ĐĠƌĠďƌal Đhez l͛eŵďƌǇoŶ huŵaiŶ, l͛eǆpƌessioŶ de PSA-

NCAM diminue lorsque la MBP est exprimée (Jakovcevski et al., 2007). 
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3.7.4.2.2 Nogo-A 

Initialement décrit comme étant un facteur inhibiteur de la croissance neuritique, 

aujouƌd͛hui Nogo-A est également connu comme un inhibiteur de la myélinisation (Scholze & 

Barres, 2012). Chen et ses collaborateurs, se sont iŶteƌƌogĠs suƌ l͛eǆisteŶĐe de facteurs 

membranaires répulsifs entre oligodendrocytes, permettant de réguler l'extension et/ou la 

rétraction des projections gliales voisines. Pour étudier cela, ils ont recouvert des billes de 

polystyrène avec des ŵeŵďƌaŶes d͛OPCs et/ou d͛oligodeŶdƌoĐǇtes. EŶ ĐoŵpaƌaŶt aǀeĐ des 

billes contrôles, ils ont pu constater que le nombre d͛iŶteƌŶœuds formés par cellule était 

diminué de deux fois, lorsque les billes étaient recouvertes de membrane oligodendrocytaire. 

En ƌeǀaŶĐhe, des ďilles ƌeĐouǀeƌtes aǀeĐ des ŵeŵďƌaŶes pƌoǀeŶaŶt d͛autƌes Đellules gliales 

telles que les astrocytes, n͛eŶtƌaiŶe pas de modification dans le Ŷoŵďƌe d͛iŶteƌŶœuds formés. 

AfiŶ d͛ideŶtifieƌ ces signaux oligodendrocytaires liés à la membrane, les auteurs ont effectué 

un criblage de facteurs connus pour inhiber la repousse axonale. Parmi ces facteurs, seul Nogo-

A s͛est ŵoŶtƌĠ suffisaŶt et ŶĠĐessaiƌe pouƌ diŵiŶueƌ le Ŷoŵďƌe d͛iŶteƌŶœuds formés par cellule 

in vitro (Chen et al., 2000). Les auteuƌs oŶt ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il eŶ Ġtait de ŵġŵe in vivo. 

EŶ effet, le Ŷoŵďƌe d͛iŶteƌŶœuds formés par cellule, se trouve augmenter chez les souris 

déficientes en Nogo A comparativement à des souris sauvages (Chen et al., 2000). 

4 Myélinisation au cours de la vie adulte 

Aloƌs Ƌue l͛oŶ peŶsait aupaƌaǀaŶt Ƌue la ŵǇĠliŶisatioŶ Ġtait eŶ gƌaŶde paƌtie statiƋue apƌğs 

le développement, de récentes observations soulignent un remodelage de la myéline 

dĠpeŶdaŶte de l͛aĐtiǀitĠ, de l͛eǆpĠƌieŶĐe et de l͛appƌeŶtissage. En effet, gƌâĐe à l͛iŵageƌie paƌ 

résonnance magnétique (IRM), une étude a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Đhez l͛Hoŵŵe, que la pratique 

d͛uŶe peƌfoƌŵaŶĐe de haut Ŷiǀeau Ġtait ĐoƌƌĠlĠe à des changements structuraux de la 

substance blanche de la région cérébrale impliquée dans la réalisation de cette tâche (Sampaio-

Baptista & Johansen-Berg, 2017). Par exemple Đhez les piaŶistes, l͛aŶisotƌopie fractionnelle (FA) 

de la Đapsule iŶteƌŶe est positiǀeŵeŶt ĐoƌƌĠlĠe au Ŷoŵďƌe d͛heuƌes pratiquées au cours de 

l͛eŶfaŶĐe (Bengtsson et al., 2005). Ces changements soŶt le ƌeflet d͛uŶe plastiĐitĠ dǇŶaŵiƋue 

de la suďstaŶĐe ďlaŶĐhe, Ƌui ĐoŶtƌiďue auǆ pƌoĐessus d͛appƌeŶtissage duƌaŶt la ǀie adulte 

(Sampaio-Baptista & Johansen-Berg, 2017). L͛ensemble de ces observations a mené au concept 

de myélinisation adaptative et commence à être reconnu comme une nouvelle forme de 

plasticité cérébrale (Fields & Bukalo, 2020). 
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Plusieurs interrogations subsistent quant au(x) sous-type(s) d͛oligodeŶdƌoĐǇte(s) 

impliqué(s) daŶs Đe pƌoĐessus. Nous aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, Ƌue sous l͛iŶflueŶĐe de faĐteuƌs 

intrinsèques et extrinsèques, les OPCs se différenciaient pour devenir des oligodendrocytes 

myélinisants. Cependant, une grande proportion de ces cellules reste dans un état quiescent 

au Đouƌs de la ǀie adulte et Ŷ͛eŶtaŵe pas le pƌoĐessus de diffĠƌeŶĐiatioŶ. Ces Đellules paƌtageŶt 

plusieurs marqueurs communs avec les OPCs pré-nataux et péri-nataux, tels que la 

protéoglycane NG2, PDGFRα, et Olig1/2 (Fancy et al., 2004). Les OPCs adultes ou connus aussi 

comme ͞NG2-glia” possèdent la capacité de proliférer, migrer et se différencier en 

oligodendrocytes myélinisants. Ils représentent la plus grande population mitotique parmi les 

cellules neurales. Par exemple, Đhez l͛Hoŵŵe les OPCs représentent 10 à 15% des cellules 

totales du SNC, et ne constitueraient que 5% des cellules chez le rongeur adulte (Dawson et al., 

2003; Staugaitis & Trapp, 2009). Néanmoins, l͛iŵpliĐatioŶ de Đes Đellules daŶs le ƌeŵodelage 

de la myéline pourrait être espèce-dépendante (Sampaio-Baptista & Johansen-Berg, 2017). 

Chez l͛Hoŵŵe, ce sont les oligodendrocytes préexistants qui seraient impliqués dans la 

formation continue de la myéline au cours de la vie adulte (Yeung et al., 2014). En revanche, 

chez le rongeur, ce processus serait assuré par des oligodendrocytes nouvellement formés 

(Rivers et al., 2008). 

Cependant, des questions majeures demeurent sur la façon dont les cellules nouvellement 

générées s͛iŶtğgƌeŶt daŶs uŶ ƌĠseau ŶeuƌoŶal déjà établi, ou bien encore si la distribution des 

iŶteƌŶœuds le loŶg des aǆoŶes est ŵaiŶteŶue au Đouƌs de la ǀie adulte et du ǀieillisseŵeŶt. De 

récents travaux réalisés chez la souris se sont intéressés à ces questions. Hill et ses 

collaborateurs oŶt ŵoŶtƌĠ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe plastiĐitĠ stƌuĐtuƌelle de la myéline, où un 

ƌeŵodelage ĐoŶtiŶu et l͛ajout de Ŷouǀeaux iŶteƌŶœuds s͛opĠƌaient et se maintenaient le long 

de la vie adulte (Figure 25 ; Hill et al., 2018). 
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Figure 25 Formation de Ŷouǀeauǆ iŶteƌŶœuds et plastiĐitĠ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe au Đouƌs de la ǀie adulte.  
Imagerie biphotonique in vivo à diffĠƌeŶts âges ŵoŶtƌaŶt l͛appaƌitioŶ de Ŷouǀeauǆ iŶteƌŶœuds gƌâĐe à la ǀisualisatioŶ de la 
myéline par la technique spectral confocal reflectance (SCoRe ; bleu). Les pointes de flèches indiquent la localisation des 
mêmes axones à différents temps (a). Iŵageƌie ďiphotoŶiƋue iŶ ǀiǀo ŵoŶtƌaŶt l͛ajout de Ŷouǀeauǆ iŶteƌŶœuds ;flğĐhes jauŶesͿ 
et la plastiĐitĠ des Ŷœuds de RaŶǀieƌ dû au ĐhaŶgeŵeŶt de loŶgueuƌ d͛iŶteƌŶœud ;ďͿ. Iŵageƌie ďiphotoŶiƋue in vivo montrant 
l͛appaƌitioŶ de Ŷouǀeauǆ oligodeŶdƌoĐǇtes ŵatures (flèches jaunes ; ƌougeͿ ĐoƌƌĠlĠ aǀeĐ l͛appaƌitioŶ de Ŷouǀeauǆ iŶteƌŶœuds 
(pointe de flèche jaune ; c-d). Acquisition en time-lapse ŵoŶtƌaŶt la dǇŶaŵiƋue ƌĠgissaŶt la loŶgueuƌ des iŶteƌŶœuds ;staďilitĠ, 
extension et rétraction). Les pointes de flèches indiquent la fin des segments myéliniques, et la ligne pointillée la longueur de 
l͛iŶteƌŶœud ;eͿ. AĐƋuisitioŶ eŶ tiŵe-lapse d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵatuƌes ;ƌougeͿ ŵoŶtƌaŶt les ĐhaŶgeŵeŶts de loŶgueuƌ 
d͛iŶteƌŶœud ;poiŶte de flğĐhes jauŶesͿ à diffĠƌeŶts âges ;fͿ. Imagerie biphotonique in vivo d͛iŶteƌŶœud se ƌappƌoĐhaŶt au 
cours du temps (Hill et al., 2018 ; g). 

 

5 Pathologies dysmyélinisantes et modèles murins 

Parmi les pathologies portant atteinte à la myéline, deux grands types impliquant des 

mécanismes physiopathologiques différents peuvent être distingués : d͛uŶe paƌt les maladies 

dites démyélinisantes et, d͛autƌes paƌt, Đelles dites dysmyélinisantes. Les pathologies dites 

démyélinisantes impliquent que la gaine de myéline est correctement formée lors du 

dĠǀeloppeŵeŶt de l͛iŶdiǀidu, ŵais paƌ la suite, elle ou ďieŶ les Đellules Ƌui la foƌŵeŶt se 

trouvent altérées. Elles peuvent être classifiées en différentes catégories selon leur étiologie : 

démyélinisation virale, démyélinisation provoquée par un processus inflammatoire, par 

hypoxie/ischémie ou dû à un défaut métabolique (Love, 2006). Les pathologies dites 

dysmyélinisantes impliquent des anomalies dans la formation ou le maintien de la gaine de 

myéline. Dans ce paragraphe, nous nous intéresserons exclusivement aux maladies 

dysmyélinisantes. 
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Parmi ces leucodystrophies, on retrouve les « PLP-pathies », résultant de différentes 

mutations du gène PLP1, conduisant à des formes sévères de la maladie de Pelizaeus-

Merzbacher (PMD) ou à des formes modérées et tardives de paraplégie spastique liée au 

chromosome X (SPG2). Cependant, pour 20% des patients souffrant de PMD et de SPG2, 

l'implication du gène PLP1 n'a pas pu être montrée, ces patients sont dénommés PMLD 

(Pelizaeus-Merzbacher like-disease ; Schiffmann & Boespflüg-Tanguy, 2001).  

 

5.1 Maladie de Pelizaeus-Merzbacher 

5.1.1 Historique 

Cette maladie a été décrite pour la première fois en 1888, par Friedrich Pelizaeus. Il rapporta 

uŶ taďleau ĐliŶiƋue doŶt seuls les iŶdiǀidus ŵasĐuliŶs au seiŶ d͛uŶe ŵġŵe faŵille ĠtaieŶt 

touchés. Ces jeunes garçons présentaient des mouvements oscillatoires involontaires des yeux, 

une spasticité des membres et un retard développemental cognitif (Inoue, 2005). En 1910, 

Ludwig Merzbacher, déduit que cette maladie est transmise de façon récessive et est liée au 

Đhƌoŵosoŵe X. Il fit ĠgaleŵeŶt l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶe atteinte myélinique chez ces patients 

(Inoue, 2005). EŶ ϭϵϲϰ, ZeŵaŶ Ġŵet l͛hǇpothğse Ƌu͛uŶ dĠfiĐit de la PLP est à l͛oƌigiŶe de la 

PMD (Zeman et al., 1964). La découverte de la localisation du gène PLP1 sur le chromosome X 

étaye cette hypothèse (Willard & Riordan, 1985). Peu de teŵps apƌğs, l͛ideŶtifiĐatioŶ de 

mutations ponctuelles faux-sens de PLP, responsables de formes sévères de PMB sont faites 

par plusieurs auteurs (Gencic et al., 1989; Hudson et al., 1989). Puis, l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶe 

délétion complète du gène PLP1 ƌespoŶsaďle d͛uŶe foƌŵe ŵodĠƌĠe de PMD fut faite eŶ ϭϵϵϭ 

(Raskind et al., 1991). 

5.1.2 Formes cliniques  

La PMD est une maladie à large spectre clinique. Une classification basée à la fois sur les 

symptômes cliniques et les caractéristiques neuropathologiques a été proposée par 

Seitelberger. Ainsi, les formes de PMD sont catégorisées selon deux formes : une forme 

néonatale dite « sévère » et une forme transitoire dite « classique » (Seitelberger, 1995; Inoue, 

2005). UŶe Ŷouǀelle ĐlassifiĐatioŶ a ĠtĠ pƌoposĠe au ǀu de l͛hĠtĠƌogĠŶĠitĠ des foƌŵes ĐliŶiƋues. 

Basée sur des critères d͛atteiŶtes ŵotƌiĐes, elle permet de définir trois formes de PMD : forme 

0 (aucune acquisition motrice), forme 1 (tenue de la tête), forme 2 (tenue en position assise, 

forme 3 (tenue debout avec assistance ; Figure 26 ; Inoue, 2019). Une quatrième forme existe, 

mais appartient au tableau clinique de la SPG2 (Cailloux et al., 2000). 
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Figure 26 Classification clinique des formes de « PLP-pathies ».  
Le rectangle supérieur montre la classification historique établie par Seitelberger, qui contraste avec la classification numéraire 
actuelle (de 0 à 4) selon Boespflug-Tanguy. En dessous, un schéma montrant la distribution chevauchante des mutations PLP1 
associées à chaque phénotype. Il est essentiel de noter que chaque type de mutation peut causer plusieurs phénotypes, ainsi 
la mutation impliquée ne peut être prédite à partir des signes cliniques. Les conséquences moléculaires des différentes 
mutations sont représentées en bas de ce schéma et sont associées à chaque forme de la maladie ;d͛apƌğs IŶoue, ϮϬϭ9). 

 

5.2 Paraplégie spastique liée au chromosome X 

 

La SPG2 fait part de la nosologie des paraplégies spastique héréditaire (hereditary spastic 

paraplegia ou HSP), dont la caractéristique essentielle de la pathologie est une dégénérescence 

progressive des voies cortico-spinales (CST), voies motrices descendantes majeures. La SPG2 

ou PLP-pathie de forme 4 représente la forme la plus modérée des PMD. Les patients 

présentent un développement moteur normal ou légèrement décalé durant la première année 

de ǀie. L͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe dĠŵaƌĐhe staďle se dĠƌoule aǀaŶt l͛âge de ϭϴ ŵois, attestaŶt d͛uŶe 

ďoŶŶe dǇŶaŵiƋue de ŵǇĠliŶisatioŶ. Elle suƌǀieŶt pƌogƌessiǀeŵeŶt ǀeƌs l͛âge de Ϯ aŶs, se 

traduisant par une faiblesse et une spasticité des membres inférieurs, et évolue très 

ƌapideŵeŶt au ŵoŵeŶt de l͛adolesĐeŶĐe. CepeŶdaŶt elle est assoĐiĠe à uŶe survie normale. 

Elle est caractérisée par la dégénérescence progressive des voies cortico-spinales, voies 

motrices majeures. 
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5.3 Modèles murins des PLP-pathies 

 

Les mutations géniques induisant la dysmyélinisation sont diverses. Elles peuvent engendrer 

une perte de fonction de la protéine PLP liĠe à soŶ aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ ou bien un gain de 

fonction toxique induit par des mutations ponctuelles ou par la présence de copies 

surnuméraires du gène. Les modèles murins modélisant ces pathologies ont largement 

contribué à la compréhension des mécanismes impliqués dans ces différentes formes de « PLP-

pathies ». 

 

5.3.1 Perte de fonction 

La peƌte d͛eǆpƌessioŶ de la PLP iŶduit la foƌŵe la plus modérée des « PLP-pathies » : la SPG2. 

Chez une lignée de souris transgénique abolissaŶt l͛eǆpƌessioŶ de la PLP : Plpnull, les 

oligodendrocytes se développent de manière normale, se différencient et myélinisent 

correctement le SNC (Klugmann et al., 1997). Aucun défaut de compaction de la gaine de 

myéline, ni de troubles moteurs ne sont constatés (Klugmann et al.,1997). L͛oďseƌǀatioŶ de la 

myéline compacte du SNC en microscopie électronique dépend de la méthode de préparation 

des échantillons. Classiquement, les échantillons sont fixés avec des aldéhydes et post-fixés 

aǀeĐ de l͛osŵiuŵ ;OsͿ. Ainsi, la ligne dense majeure est le composant le plus visible, et 

généralement la ligne intrapériodique apparaît comme une seule ligne mince souvent 

discontinue de densité beaucoup plus faible. Le ferricyanure (FCN), lorsqu'il est ajouté à la post-

fixatioŶ aǀeĐ l͛Os, agit Đoŵŵe uŶ tƌaĐeuƌ eǆtƌacellulaire et se retrouve piégé dans les espaces 

entre les couches de myéline. Rosenbluth et ses collaborateurs ont ainsi utilisé cette méthode 

afin de caractériser davantage les anomalies subtiles présentes chez les souris Plpnull. Leurs 

ƌĠsultats dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue les souƌis ŵutaŶtes pƌĠseŶteŶt uŶ dĠfaut daŶs l͛aligŶeŵeŶt des « 

composants radiaux » (radial component ou RC), structure spécialisée au sein de la myéline du 

SNC qui est censée stabiliser l'apposition des meŵďƌaŶes daŶs l͛iŶteƌŶœud (Peters, 1961; 

Kosaras & Kirschner, 1990). Leurs observations montrent que ces composants forment des 

empilements diagonaux orientés selon un angle de ∼45° au lieu de 90° ; nommés « composants 

diagonaux » (diagonal component ou DC), suggérant que la PLP joue un rôle dans l'organisation 

de cette structure (Figure 27 ; Rosenbluth et al.,2006).  

 



 

 

Introduction – Oligodendrocytes et myélinisation 40 

 

Figure 27 Composantes radiales vs composantes diagonales.  
Myéline normale post-fiǆĠe aǀeĐ Os ;pas de FCNͿ et ĐoloƌĠe aǀeĐ du peƌŵaŶgaŶate de ŵagŶĠsiuŵ ;KMŶOϰͿ et de l͛aĐĠtate 
d͛uƌaŶǇle ;UAͿ. Les ligŶes deŶses ŵajeuƌes de ŵǇĠliŶe compacte (MDL) compacte sont d'épaisseur uniforme et régulièrement 
espacées. Juste sous la languette extérieure de la gaine, la composante radiale apparaît sous la forme d'une série de 12 « lignes 
» (flèche) à peu près perpendiculaire aux MDL (a). Fibre myélinisée Plpnull, préparée comme ci-dessus, montrant une 
composante diagonale (flèche oblique, extrême gauche ; b) Deux fibres finement myélinisées du nerf optique de souris Plpnull 
post-fixées avec Os/FCN et contrastées avec UA. Les flèches indiquent l'angle fait par les éléments DC par rapport aux lamelles 
de myéline. (Rosenbluth et al.,2006 ; c). 

 

Cependant, daŶs d͛autƌes ŵodğles de dĠlĠtioŶ du gğŶe plp1 des anomalies de compaction 

sont retrouvées et sont couplées à une dégénérescence axonale progressive (Griffiths et al., 

1998). Par exemple, dans un ŵodğle d͛altĠƌatioŶ ĐiďlĠe du gğŶe plp1, où l͛eǆoŶ III se tƌouǀe 

délété et une cassette anti-sens de néomycine insérée (DM20/Plpneo), la compaction de la ligne 

dense majeure Ŷ͛est pas affeĐtĠe, taŶdis Ƌue la ligŶe iŶtƌapĠƌiodiƋue est ĐoŵplğteŵeŶt 

absente (Figure 28 ; Boison & Stoffel, 1994; Spörkel et al., 2002). 

 

 

Figure 28 Les souris déficientes en PLP présentent un défaut de compaction de la gaine de myéline.  
Photomicrographies de coupes transversales de nerf optique en microscopie électronique de souris DM20/PLPneo (A-C) et plp-

/- (D). Les gaines de myéline présentent une compaction normale chez les souris sauvages (A), une compaction lâche chez un 
mutant hétérozygote (B) et une déformation et sont non-compactées chez un mutant hémizygote (C ; Boison and Stoffel, 
1994). Une myéline mal compactée est également observée chez des souris plp-/-, la présence de cytoplasme au sein de la 
myéline compacte (flèche) montre le début de la dégénérescence de la gaine de myéline (Spörkel et al.,2002). 
 

 

 D



 
41 Introduction – Oligodendrocytes et myélinisation 

5.3.2 Gain de fonction 

5.3.2.1 Duplications 

La présence de copies surnuméraires du gène PLP1 chez les patients se traduit par une 

forme « classique » de la maladie. Lorsque le gène se trouve en triplicat, voire en quintuplat, la 

forme de PDM est encore plus sévère (Wolf et al., 2005). Dans les modèles murins, les souris 

peuvent présenter entre 2 et 14 copies supplémentaires du gène. L͛iŶĐoƌpoƌatioŶ de Đopies 

supplĠŵeŶtaiƌes iŶduit aiŶsi uŶe suƌeǆpƌessioŶ de PLP. Cette augŵeŶtatioŶ d͛eǆpƌessioŶ iŶduit 

une mort cellulaire programmée de type apoptotique des oligodendrocytes (Cerghet et al., 

2001). 

 

5.3.2.2 Mutations ponctuelles 

Les mutations ponctuelles présentes dans les régions codantes de plp1 sont capables 

d'altérer la conformation de la protéine, conduisant à un gain de fonction toxique pour les 

oligodendrocytes. Il existe plusieurs modèles de souris, ayant des mutations spontanées 

localisées à des endroits différents de la protéine : les souris ͞jimpy” (jp), ͞jimpy-myelin 

synthesis deficient” (msd) et ͞jimpy-rumpshaker” (rsh ; Figure 29). Les modèles jp et msd 

modélisent les formes les plus sévères de PMD et se caractérisent par la mort massive des 

oligodendrocytes alors que les souris rsh modélisent la forme modérée SPG2 (Griffiths et al., 

1990). 

 

Figure 29 Localisations des différentes mutations présentes sur la protéine PLP dans les modèles de mutations spontanées 
ponctuelles.  
(Yamada et al., 2001) 
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Dans le modèle jimpy, la ŵutatioŶ poŶĐtuelle se tƌouǀe au Ŷiǀeau de l͛eǆoŶ ϱ, iŶduisaŶt uŶe 

peƌte de ϳϰ paiƌes de ďases ;pďͿ de l͛ARNŵ ;Figure 29). Ceci résulte en un défaut de la séquence 

C-terminale des protéines PLP/DM20 formées (Nave et al., 1986; Hudson et al., 1987). Les 

souris présentent une hypomyélinisation, dû à une importante mort oligodendrocytaire (Figure 

30). Cette hypomyélinisation est aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶ dĠfaut de ĐoŵpaĐtioŶ au Ŷiǀeau des ligŶes 

intrapériodiques, ainsi que des anomalies axonales avec la présence de vacuoles (Duncan et al., 

1989; Thomson et al., 1999). Ce trouble dysmyélinique se traduit par une vitesse de conduction 

réduite, des tremblements et des troubles de la coordination motrice (Omlin & Anders, 1983; 

Nave et al., 1986; Boison & Stoffel, 1994; Thomson et al., 1999).  

 

Figure 30 Profil d͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes de ŵǇĠliŶe daŶs la ŵoelle ĠpiŶiğƌe ĐeƌǀiĐale eŶtƌe les souƌis sauǀages et jiŵpǇ au 
cours du développement.  
Hybridation in situ au niveau de la partie ventrale de la moelle épinière entre des souris sauvages (colonne de gauche) et des 
souris jimpy (colonne de droite) pour la protéine MBP à P1 (A, B) et à P5 (C, D); de la protéine MAG à P5 (E, F) et, de la protéine 
MOG à P5 (G-H) et à P20 (I, J ; Thomson et al.,1999). 

 
Le modèle jimpy-msd, présente un phénotype proche à celui des souris jimpy. La mutation 

poŶĐtuelle est loĐalisĠe daŶs l͛eǆoŶ ϲ, il eŶ ƌĠsulte uŶ ĐhaŶgeŵeŶt d͛aĐide aŵiŶĠ daŶs uŶ des 

domaines transmembranaires de protéines PLP/DM20 (Figure 29 ; Gencic & Hudson, 1990). 

Le modèle ͞jimpy-rumpshaker” fut caractérisé en 1990 comme un modèle avec un 

phénotype modéré, marqué des tremblements transitoires et une survie normale. La survie 

oligodeŶdƌoĐǇtaiƌe Ŷ͛est pas affeĐtĠ daŶs Đe ŵodğle, et la ƋuaŶtitĠ de ŵǇĠliŶe est Ġgalement 

normale (Griffiths et al., 1990; McLaughlin et al., 2006, 2007). Dans ce modèle, les animaux 

soŶt poƌteuƌs d͛uŶe ŵutatioŶ poŶĐtuelle au seiŶ de l͛eǆoŶ ϰ, iŶduisaŶt uŶ ĐhaŶgeŵeŶt d͛aĐide 

aminé dans une des boucles extracellulaires des protéines PLP/DM20 (Figure 29). La mutation 

retrouvée dans ce modèle est semblable à celle retrouvée chez les patients atteints des formes 

modérées de SPG2 (Svenstrup et al., 2010). 
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Des études in vitro, ont montré que le trafic des protéines PLP/DM20 était perturbé dans un 

contexte de PMD. Les pƌotĠiŶes s͛aĐĐuŵuleŶt au seiŶ du ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue ;REͿ et ne 

s͛aĐheŵiŶeŶt pas ǀeƌs la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue. Le dĠfaut de tƌafiĐ est ĐoƌƌĠlĠ aǀeĐ la sĠǀĠƌitĠ 

des symptômes cliniques : dans les formes sévères de PMD, le trafic est complètement arrêté, 

tandis que dans les formes modérées (i.e. SPGϮͿ, seule la PLP s͛aĐĐuŵule daŶs le RE. Cette 

aĐĐuŵulatioŶ eŶtƌaîŶe l͛aĐtiǀatioŶ de la ƌĠpoŶse appelĠ UPR ;unfolded protein response) ou 

encore stress du RE. Cette réponse est un mécanisme permettaŶt l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe 

eŶtƌe la sǇŶthğse, l͛utilisatioŶ et la dĠgƌadatioŶ pƌotĠiƋue. 
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Comme Ŷous l͛aǀoŶs ǀu, les diffĠƌeŶtes Ġtapes de la ŵǇĠliŶisation requièrent une régulation 

complexe de nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques au cours du développement. 

Historiquement, Ŷotƌe laďoƌatoiƌe s͛est toujouƌs iŶtĠƌessĠ auǆ iŵpliĐatioŶs de la sĠƌiŶe 

protéase tPA (activateur tissulaire du plasminogène) au sein du SNC. Ainsi, il a été montré que 

le tPA favorise la migration oligodendrocytaire au cours du développement mais également lors 

des processus de remyélinisation (Leonetti et al., 2017). Étant donné que mes travaux de thèse 

se sont focalisés sur les implications de cette sérine protéase dans les processus de 

myélinisation, cette deuxième partie récapitulera les connaissances actuelles sur le tPA et ses 

implications physio-pathologiques dans le SNC. 
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L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasminogène (tPA) 

1 Historique 

 

Durant la Grèce antique, Hippocrate avait déjà observé que le sang des personnes décédées 

Ŷ͛Ġtait pas ĐoagulĠ. C͛est eŶ ϭϴϰϰ Ƌu͛AŶdƌal ŵet eŶ aǀaŶt l͛hǇpothğse Ƌue le saŶg ĐoagulĠ peut 

se liquéfier à nouveau offrant à la communauté scientifique les prémisses du système 

fibrinolytique (Andral, 1844). En 1893, Denys, Marbaix et Dastre déterminent que ce résultat 

est la ĐoŶsĠƋueŶĐe d͛uŶ ŵĠĐaŶisŵe pƌotĠolǇtiƋue Ƌu͛ils ŶoŵŵeŶt fiďƌiŶolǇse ;pouƌ fiďƌiŶe et 

lyse ; Denys & De Marbaix, 1889; Dastre, 1893). Cette activité protéolytique est retrouvée dans 

une fraction de sérum (Hedin, 1904) dont les composants furent identifiés quelques années 

plus tard. Christensen and Macleod ont ainsi identifié le plasminogène, précurseur de la 

plasmine, principale enzyme responsable de la dégradation de la fibrine (Christensen & 

Macleod, 1945). En 1947, Astrup et Permin parvinrent à montrer la présence d'un activateur 

fibrinolytique au sein du tissu animal, ils nommèrent cette substance la fibrinokinase (Astrup & 

Permin, 1947). Ce n'est qu'en 1952 qu'Astrup et Stage réussirent à isoler la fibrinokinase, à 

paƌtiƌ du tissu de Đœuƌ de porc (Astrup & Stage, 1952). La fibrinokinase fut purifiée pour la 

première fois en 1979 à partir de la circulation sanguine (Binder et al.,1979) et fut renommée 

activateur tissulaire du plasminogène ou tPA. 

La première adŵiŶistƌatioŶ du tPA Đhez l͛Homme a été réalisée en 1981 à Rotterdam par W. 

Weimar chez deux patients présentant une thrombose veineuse rénale suite à une 

transplantation (Weimar et al., 1981). Deux ans plus tard, le clonage du tPA ainsi que sa 

production sous sa forme recombinante sont lancés (Pennica et al., 1983). En 1991, Collen et 

Lijnen démontrent que la lyse de caillots est favorisée par le tPA, de par sa capacité à induire 

une fibrinolyse dépendante du plasminogène (Collen & Lijnen, 1991). Le succès d'une étude 

clinique conduit à l'utilisation du tPA comme agent fibrinolytique pour le traitement de la phase 

aigüe de l'accident vasculaire cérébral ischémique (National Institute of Neurological Disorders 

and Stroke rt-PA, Stroke Study Group, 1995). 
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2 Structure du tPA 

 

Le tPA est la pƌotĠiŶe issue de l͛eǆpƌessioŶ du gène Plat localisé sur le chromosome 8 chez 

l͛Homme et chez la souris. C'est une glycoprotéine qui appartient à la famille des sérine 

pƌotĠases. Il est sǇŶthĠtisĠ sous la foƌŵe d͛uŶe ĐhaîŶe polǇpeptidiƋue ĐoŶtiŶue de ϱϮϳ aĐides 

aŵiŶĠs aǇaŶt uŶe ŵasse ŵolĠĐulaiƌe d͛eŶǀiƌon 69kDa (Pennica et al., 1983). Sa configuration 

tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA existe sous deux formes : une 

forme native, simple chaîne (single chain ou sc-tPA) et une forme double chaîne (two chain ou 

tc-tPA). Le clivage de la forme sc-tPA donne la formation d'une chaîne légère et d'une chaîne 

lourde qui restent liées par un pont disulfure établi entre deux cystéines appartenant à chacune 

des deux chaînes (Figure 31). Que ce soit dans sa conformation simple ou double chaîne, ces 

deux formes de tPA sont actives et assurent toutes deux la conversion du plasminogène en 

plasmine (Rijken et al., 1982). 

 

 

Figure 31 Structure et implications physiologiques des différents domaines du tPA.  
Le tPA est synthétisé sous forme simple chaîne (sc-tPA) ; il peut être clivé en forme double chaîne (tc-tPA). Le tPA comporte 5 
domaines (Finger, EGF-like, Kringle 1, Kringle 2 et sérine protéase), 17 ponts disulfures, 3 sites de N-glycosylations et 1 site d'O-
glǇĐosǇlatioŶ. D͛apƌğs (Chevilley et al., 2015; Hébert et al., 2016). 
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Sa structure tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA est composé 

de cinq domaines, lui permettant d͛interagiƌ aǀeĐ diǀeƌses pƌotĠiŶes ŵais ĠgaleŵeŶt d͛ġtƌe 

impliqué dans diverses fonctions qui seront développées dans le paragraphe suivant. La chaîne 

lourde située en amino-terminale contient les 4 domaines suivants :  

 Le domaine Finger, appelé ainsi par analogie au premier domaine Finger de la 

fibronectine. Celui-ci est impliqué dans la liaison du tPA avec la fibrine, résultant de la formation 

d͛uŶ Đoŵpleǆe aǀeĐ le plasminogène (Kagitani et al., 1985). Via ce domaine, le tPA peut 

également interagir avec des récepteurs membranaires incluant le récepteur aux lipoprotéines 

de faibles densités (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein ou LRPͿ aiŶsi Ƌu͛aǀeĐ 

l͛aŶŶeǆiŶe II (Bu et al., 1992; Hajjar & Krishnan, 1999). 

 Le domaine EGF-like (epidermal growth factor-like domain, EGF). Il permet au tPA 

d͛iŶteƌagiƌ et d͛aĐtiǀeƌ les ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF (Ortiz-Zapater et al., 2007). Ce domaine est 

également impliqué dans la clairance du tPA par les hépatocytes (Camani & Kruithof, 1995). 

 Le domaine Kringle 1, ce site forme une poche hydrophobe au sein de la structure 

tertiaire de la protéine. Il serait impliqué dans la recapture et la clairance du tPA par les cellules 

endothéliales du foie via le récepteur au mannose (Kuiper et al., 1996).  

 Le domaine Kringle 2, contient un site de liaison à lysine (lysine binding site ou LBS) lui 

peƌŵettaŶt d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ divers substrats et/ou récepteurs tels que le plasminogène, le 

facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet Derived Growth Factor-CC ou PDGF-CC), 

le récepteur NMDA (N-methyl-D-aspartate receptor) ou bien encore les protéines de la famille 

des HMGB1 (Fredriksson et al., 2004; Lopez-Atalaya et al., 2008; Roussel et al., 2011). 

La chaîne légère du tPA n'est composée que d'un seul domaine: 

 Le domaine protéase, dont le site actif est formé par la triade catalytique composée de 

l'histidine322, l'acide aspartique371 et la sérine478. Ce domaine catalytique permet la conversion 

du plasminogène en plasmine (Pennica et al., 1983). 
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3 Distribution et expression du tPA dans le système nerveux central 

3.1 Dans l’encĠphale 

 

Ce n'est qu'en 1981 que l'expression de tPA au sein du SNC fut mis en évidence pour la 

première fois. BieŶ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ eŶdothĠliale du tPA Ġtait ĐoŶŶue depuis plusieuƌs aŶŶĠes 

dans les vaisseaux périphériques, Soreq et Miskin ont démontré son expression au sein des 

cellules endothéliales tapissant les vaisseaux cérébraux ainsi que dans les neurones (Soreq & 

Miskin, 1981). Sa distƌiďutioŶ et soŶ Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ oŶt ĠtĠ dĠĐƌits duƌaŶt le 

dĠǀeloppeŵeŶt et Đhez l͛adulte, à la fois Đhez l͛aŶiŵal et Đhez l͛Hoŵŵe (Vassalli et al., 1991; 

Sappino et al., 1993; Teesalu et al., 2002). 

Chez l͛eŵďƌǇoŶ de souƌis, les ƋuaŶtitĠs d͛ARNŵ ĐodaŶts pour le tPA dans différentes régions 

cérébrales (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale), varient fortement au cours du 

développement et sont souvent transitoires (Carroll et al., 1994 ; Figure 32). 

 

 

Figure 32 Expression spatio-temporelle du tPA lors du développement embryonnaire de la souris.  
Cette étude a été réalisée en utilisant des embryons de souris transgéniques dans lesquels le promoteur du tPA a été fusionné 
à la sĠƋueŶĐe ďaĐtĠƌieŶŶe du gğŶe de la β-galaĐtosidase. L͛eǆpƌessioŶ de la β-galactosidase (en bleu) devient ainsi le rapporteur 
de l͛eǆpƌessioŶ de tPA. Vue latĠƌale (A) et ventrale (B) à 8,5 jouƌs de dĠǀeloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe ;Eϴ,ϱͿ ŵoŶtƌaŶt l͛aĐtiǀitĠ 
de la β-galactosidase. A ce stade du développement, la seule région du SNC marquée est le mésencéphale, au niveau des 
neuromères (ms2). (C) Vue latĠƌale d͛uŶ eŵďƌǇoŶ à Eϵ,ϱ ŵoŶtƌaŶt uŶe aĐtiǀitĠ β-galactosidase au niveau du mésencéphale, 
du ƌhoŵďeŶĐĠphale ;hͿ et des Ŷeƌfs ĐƌâŶieŶs. D͛apƌğs Caƌoll et al.,1994. 
 

Paƌ eǆeŵple, l͛eǆpƌessioŶ d'ARNm du tPA au sein du cervelet est retrouvée uniquement à 

partir de E17. Durant la première semaine de vie (P1 à PϳͿ, uŶ piĐ d͛eǆpƌessioŶ est oďseƌǀĠ, 

puis les transcrits diminuent rapidement entre P14 et P21. Ils ne sont que très peu exprimés au 

stade adulte (Figure 33 ; Friedman & Seeds, 1995). 
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Figure 33 Expression et régulation du tPA au cours du développement cérébelleux. 
Northern blot des ARNm codants pour le tPA du cervelet entre E17 et P21. Les ARNm codants le tPA sont plus élevés pendant 
la période de migration active des neurones granulaires et ils diminuent de 75% dans le cervelet adulte (AD ; Friedman & Seeds, 
1995). 
 

3.2 Dans la moelle épinière 

L'expression de tPA au sein de la moelle épinière débute à E10.5 au niveau de la corne 

ventrale. À ce stade, son expression est majoritairement retrouvée dans la partie rostrale de la 

moelle épinière et descend progressivement dans les régions les plus caudales. À E13.5, 

l'expression du tPA décroît mais reste observable au niveau de la moelle cervicale et 

thoracique. En revanche à ce stade, un fort marquage est détecté dans les régions caudales 

(lombaire et sacrale ; Caroll et al.,1994). Cela suggère que l'expression de tPA suit la maturation 

de la moelle épinière qui se fait aussi selon un axe rostrocaudal (Figure 34). 

 

 

 

Figure 34 Expression spatio-temporelle du tPA lors du développement embryonnaire de la souris. 
Vue latĠƌale d͛uŶ eŵďƌǇoŶ à E10,5 (D). Coupe sagittale ŵoŶtƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ des ARNŵ ĐodaŶts pour le tPA à E10,5 (E). Vue 
latĠƌale d͛uŶ eŵďƌǇoŶ à E11,5 (F), et E12,5 (G). Vue doƌsale d͛uŶ eŵďƌǇoŶ à EϭϮ,ϱ (H), et vue latérale à E13,5 (I). Vue frontale 
d͛uŶ eŵďƌǇoŶ à Eϭϱ,ϱ (J). A ces différents stades, une expression de tPA au niveau du prosencéphale, du mésencéphale, du 
rhombencéphale, de la moelle épinière et des nerfs crâniens est détectée. rh : rhombencéphale  ; ms2 : neuromères du 
mésencéphale ; sc : moelle épinière ; s : prosencéphale ; V, VII, IX, X : nerfs crâniaux trijumaux (V), faciaux (VII), 
glossophaƌǇŶgieŶs ;IXͿ et ǀagues ;XͿ. D͛apƌğs Caroll et al.,1994. 
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3.3 Expressions cellulaires 

Une forte expression d'ARNm codants pour le tPA est retrouvée au sein des cellules de la 

plaque du plancher, ainsi que dans les cellules bordant le canal épendymaire de E10 jusqu'à 

E17 (Figure 35). Il a été suggéré que le tPA localisé au sein de la plaque du plancher était 

impliqué dans la pousse axonale et plus particulièrement dans la guidance des fibres 

commissurales (Sumi et al., 1992).  

 

 

Figure 35 Hybridation in situ révélant les ARNm codants pour le tPA dans la moelle épinière de rat. 
Moelle épinière à E13(A). Moelle épinière à E16 (B). Contrôles du marquage en microscopie optique (C) et en contraste de 
phase ;DͿ. Ceƌǀeau de ƌat adulte à l͛eǆtƌĠŵitĠ Đaudale du ϯème ventricule ; le tPA est présent dans les cellules épendymaires 
tapissant toute la circonférence du ventricule (E). Coupe coronale du chiasma optique à E17 (F). Moelle épinière à E17, 
montrant le marquage de la plaque du plancher ainsi que certaines des cellules épendymaires situées plus haut en bordure du 
ventricule (G). Les barres d'échelle sont de 100 µm (A, E), 10 µm (B), 50 µm (C, D) et 20 µm (F, G ; Sumi et al.,1992). 

 
Au sein du SNC, la majorité des types cellulaires expriment du tPA (Figure 36) : les neurones, 

les mastocytes, les péricytes, les épendymocytes, les astrocytes, les cellules microgliales et les 

oligodendrocytes (Toshniwal et al., 1987; Buisson et al., 1998; Siao et al., 2003; Correa et al., 

2011).  

 

 

Figure 36 Expression du tPA par les différentes cellules du SNC chez la souris adulte 
Immunohistochimie sur coupe de cerveau de souris après injection de colchicine (inhibiteur du transport neuronal). Le tPA (en 
rouge) est présent au niveau des oligodendrocytes (a ; marquage APC positif en vert, astérisques), des mastocytes (b ; 
marquage avidine positif en vert, astérisque), des épendymocytes (c ; astérisque), dans les neurones corticaux (d) et dans les 
fibres hippocampiques (e ; mf= fibres moussues, ŵaƌƋuage Foǆϯ positif eŶ ǀeƌt, astĠƌisƋuesͿ. D͛apƌğs Louessard et al., 2016. 
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 Les neurones : Des neurones exprimant du tPA ont été décrits dans plusieurs régions 

cérébrales : le Đoƌteǆ, le stƌiatuŵ, l͛hǇpothalaŵus, l͛hippoĐaŵpe et le Đeƌǀelet(Sappino et al., 

1993). Aujourd'hui, de nouvelles régions corticales exprimant cette protéase ont été identifiées 

telles que le cortex rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme (Louessard 

et al.,2016). Le tPA est synthétisé et localisé au sein des dendrites et des terminaisons axonales, 

où il est stocké dans des vésicules présynaptiques (Parmer et al., 1997; Shin et al., 2004). Une 

récente étude du laboratoire, a montré que le tPA est majoritairement présent dans le 

compartiment post-synaptique des neurones corticaux matures (Lenoir et al., 2019). Le tPA est 

eŶsuite tƌaŶspoƌtĠ daŶs des ǀĠsiĐules de sĠĐƌĠtioŶ le loŶg des deŶdƌites aǀaŶt d͛ġtƌe liďĠƌĠ au 

niveau des cônes de croissance pour peƌŵettƌe l͛ĠloŶgatioŶ aǆoŶale (Lochner et al., 1998). Des 

études ont montré que le tPA est contenu dans des vésicules à Đœuƌ dense situées dans les 

ĠpiŶes deŶdƌitiƋues, et Ƌu͛uŶe dĠpolaƌisatioŶ ŶeuƌoŶale ĐoŶduisait à sa liďĠƌatioŶ paƌ uŶe 

exocytose dépendante du calcium (Fernández-Monreal et al., 2004; Lochner et al., 2008). Il 

semble que tous les neurones ne soient pas capables d͛eǆpƌiŵeƌ du tPA, et Ƌue soŶ expression 

soit réduite aux neurones glutamatergiques excitateurs pyramidaux. Dans ces neurones, le tPA 

est stoĐkĠ et liďĠƌĠ paƌ des ǀĠsiĐules d͛eǆoĐǇtose VAMP2-positives (Vesicle-associated 

membrane protein 2 ; Lenoir et al.,2019). 

 

 Les astrocytes : la synthèse du tPA par les astrocytes a été mise en évidence chez la 

souris et Đhez l͛hoŵŵe (Toshniwal et al., 1987; Hultman et al., 2008). De plus, une fois libéré 

dans la fente synaptique par les neurones, le tPA peut être recapturé par les astrocytes via les 

récepteurs LRP et pourrait jouer un rôle dans la clairance du tPA au sein du SNC. Les astrocytes 

peuvent également libérer ce tPA endocytosé (Cassé et al., 2012). Le tPA est majoritairement 

retrouvé dans les astrocytes activés suggérant son implication dans des processus 

pathologiques (Hultman et al., 2008). 

 

 Les cellules microgliales : l͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ de Đes Đellules est encore débattue 

à l͛heuƌe aĐtuelle. CeƌtaiŶes Ġtudes ƌappoƌteŶt l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌession de tPA dans ces cellules, 

tandis que d͛autƌes auteuƌs eŶ dĠteĐteŶt (Rogove et al., 1999; Dietzmann et al., 2000; 

Louessard et al., 2016). Cette eǆpƌessioŶ Ŷe seƌait iŶduite Ƌu͛eŶ Đondition inflammatoire (Siao 

et al., 2003). Le tPA relargué par les neurones ou bien par les cellules microgliales elles-mêmes 

entraînent leur activation, Ƌui est aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe polaƌisatioŶ ǀeƌs uŶ phĠŶotǇpe Mϭ ;pƌo-



 

 

52 Introduction - Activateur tissulaire du plasminogène 52 52 

inflammatoire ; (Siao et al., 2003; Won et al., 2015). Cette activation se fait via la liaison du 

domaine FiŶgeƌ à l͛aŶŶeǆiŶe II pƌĠseŶte suƌ les Đellules microgliales (Siao & Tsirka, 2002).  

 

 Les oligodendrocytes : ce Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϮϬϭϭ, Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du tPA par les 

oligodendrocytes a été rapportée pour la première fois. Il a été montré, au niveau du corps 

calleux, que seuls des oligodendrocytes matures myélinisants exprimaient du tPA et que leur 

nombre diminuait au cours du vieillissement (Correa et al.,2011). De plus, une étude récente a 

mis en évidence, que le tPA se trouve enrichi dans le transcriptome des populations 

d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŶouǀelleŵeŶt foƌŵĠs ;NFOLsͿ et les oligodeŶdƌoĐǇtes foƌŵaŶt la ŵǇĠliŶe 

(MFOLs ; (Marques et al., 2016). 

4 Implications physiologiques et pathologiques du tPA 

4.1 tPA : Mort apoptotique 

4.1.1 Neurones 

Plusieurs études in vitro divergent quant au rôle pro-apoptotique ou anti-apoptotique du 

tPA sur les neurones. Par exemple, après activation des cellules microgliales par traitement au 

lipopolysaccharide (LPS), ces dernières relarguent du tPA dans le milieu. Lorsque des neurones 

hippocampiques sont exposés à ce milieu conditionné, une plus grande proportion de mort 

neuronale de type apoptotique est retrouvée comparée à la condition contrôle (Flavin et 

al.,2000). Il en est de même dans un modèle où les neurones sont exposés au N-méthyl-D-

aspartate (NMDA), connu pour induire une sur-stimulation des récepteurs NMDA et provoquer 

la ŵoƌt ŶeuƌoŶale daŶs le Đadƌe de l͛AVC isĐhĠŵiƋue ;Liu et al.,2004). Cette dernière est 

doublée dans la condition où les cellules sont traitées au tPA et au NMDA, comparativement à 

la condition NMDA seule (Liu et al.,2004).  

En revanche, dans une étude réalisée au sein du laboratoire, le tPA protège les neurones 

cortiĐauǆ d͛uŶe ŵoƌt apoptotiƋue iŶduite paƌ uŶ seǀƌage eŶ sĠƌuŵ ;Liot et al.,2006). Une 

seĐoŶde Ġtude du laďoƌatoiƌe s͛est iŶtĠƌessĠe à l͛effet du tPA eŶdogğŶe suƌ la suƌǀie ŶeuƌoŶale 

dans un contexte ischémique. Ainsi, ils ont observé, que suite à une ischémie cérébrale ou 

lorsque des tranches hippocampiques sont soumises à une privation de glucose et maintenues 

en condition hypoxique (oxygen-glucose deprivation ou OGDͿ, l͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ des 

neurones hippocampiques est augmentée (Lemarchand et al.,ϮϬϭϲͿ. Il s͛est ƌĠǀĠlĠ Ƌue Đette 
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expression endogène est neuroprotectrice dans un contexte ischémique, et cet effet est médié 

paƌ la phosphoƌǇlatioŶ des ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF ;LeŵaƌĐhaŶd et al.,2016). 

  

4.1.2 Oligodendrocytes 

Les effets du tPA sur la mort apoptotique des oligodendrocytes ont été étudiés au sein de 

notre unité. Ainsi, il a été montré que le volume lésionnel de la substance blanche dans un 

modèle murin d͛AVC ischémique augmente au cours du vieillissement (Correa et al.,2011). 

Parallèlement, une autre observation fut faite ; le Ŷoŵďƌe d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaŶt du 

tPA diminue au cours du vieillissement. De ces observations, les auteurs ont suggéré que le tPA 

pouvait avoir un rôle protecteur vis-à-vis de la substance blanche et des oligodendrocytes. 

Grâce à un modèle in vitro de mort apoptotique induite par privation de sérum, Correa et ses 

collaborateurs ont pu démontrer que les oligodendrocytes étaient protégés suite à un 

traitement par le tPA (Correa et al.,201ϭͿ. Cet effet est dĠpeŶdaŶt de l͛iŶteƌaĐtioŶ du doŵaiŶe 

EGF-like du tPA aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF, iŶduisaŶt aiŶsi leuƌ aĐtiǀatioŶ ;Coƌƌea et al.,2011). 

 

4.2 tPA : Stress du réticulum endoplasmique  

Durant un AVC ischémique, les neurones situés au sein de la lésion ischémique présentent 

de nombreux agrégats protéiques. En effet, l'ischémie cérébrale épuise l'ATP et modifie 

l'homéostasie intracellulaire, désactivant ainsi les systèmes de « contrôle qualité » des 

protéines dépendant de l'ATP notamment les chaperonnes moléculaires et les enzymes de 

repliement (Hu et al., 2001). Ces altérations peuvent entraîner une surcharge de protéines mal 

repliées dans les neurones conduisant à un stress du RE (Roussel et al., 2013; Louessard et al., 

2017). En conséquence, les protéines mal repliées et les polypeptides naissants non traités, 

ainsi que les ribosomes et les chaperonnes, sont empilés et progressivement agrégés au cours 

de la phase post-ischémique. Plus récemment, il a été démontré que le tPA module la 

pƌotĠostasie duƌaŶt l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. EŶ effet, uŶe Ġtude in vivo a montré que le co-

traitement avec un inhibiteur du protéasome renforce les effets bénéfiques du tPA (Zhang et 

al., 2010). De plus, selon une étude in vitro réalisée au laboratoire, l'inhibition du stress du RE 

gƌâĐe à l͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA avec Grp78 (glucose-related protein 78) membranaire, protège les 

neurones de la mort induite par OGD (Louessard et al., 2017).  
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4.3 tPA : Migration cellulaire 

4.3.1 Migration neuronale et corticogenèse 

La mise en place du réseau de connexions entre les neurones nécessite la dégradation de la 

matrice extracellulaire par diverses protéines telles que les métalloprotéinases (MMPs), les 

désintégrines et certaines sérines protéases (Nadarajah et al., 2003; Stiles & Jernigan, 2010). 

Une étude effectuée chez des souris à différents stades du développement embryonnaire a 

montré que le tPA était exprimé par un certain nombre de types cellulaires dans le SNC en 

développement, avec une forte expression dans les zones de migration neuronale et de 

remodelage tissulaire. Ces observations suggèrent que le tPA est impliqué dans la migration 

cellulaire et dans le remodelage tissulaire du SNC en développement, en jouant un rôle dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire (Fredriksson et al., 2004). 

En 1999, Seeds et ses collaborateurs ont montré que des souris déficientes en tPA 

présentaient une migration neuronale retardée, se traduisant par une accumulation des 

cellules granulaires au sein de la couche moléculaire du cervelet (Seeds et al., 1999). Plus 

récemment, une étude conduite au laboratoire a permis de montrer que la migration des 

neurones corticaux était arrêtée au niveau de la zone intermédiaire, à E16 chez des souris 

déficientes en tPA ĐoŶduisaŶt à uŶe laŵiŶatioŶ ĐoƌtiĐale altĠƌĠe Đhez l͛adulte (Figure 37). Dans 

Đette Ġtude, l͛effet du tPA suƌ la corticogenèse est dépendant des récepteurs NMDA présents 

sur les cellules gliales radiaires (Pasquet et al., 2019). 

 

 

Figure 37 L'activateur tissulaire du plasminogène joue un rôle clé dans la corticogenèse. 
Produit et libéré par des progéniteurs neuronaux, le tPA favorise la maturation des cellules gliales radiales (RGC) grâce à 
l'activation du NMDAR exprimé à leur surface. L'absence de tPA neuronal affecte le placement glial radial, l'orientation mais 
pas la fixation des pieds sur la surface piale. En conséquence, une déficience globale en tPA ou une suppression conditionnelle 
du tPA neuronal à E14 a retardé la migration neuronale principalement à E16. Cette migration retardée observée en l'absence 
de tPA neuronal a conduit à une stratification altérée des couches corticales II – IV et V Đhez l'adulte. D͛apƌğs PasƋuet et al., 

2019. 
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4.3.2 Migration oligodendrocytaire et (re)myélinisation 

Comme vu précédemment dans la première partie, la myélinisation s'articule autour d'une 

succession complexe d'évènements comprenant la prolifération, la migration, la différenciation 

et l'enroulement de la gaine de myéline. Récemment, une étude du laboratoire s'est intéressée 

à l'implication du tPA dans la migration des précurseurs oligodendrocytaires au cours du 

développement (Leonetti et al., 2017). Ainsi, ils ont montré qu'en absence de tPA, les 

précurseurs oligodendrocytaires issus du domaine pMN restaient dans cette zone plus 

longtemps et entamaient leur migration vers la corne ventrale plus tardivement (Figure 38). 

Ces observations suggèrent que le tPA sécrété dans des cellules neurales Sox2+ du domaine 

pMN pourrait initier la migration oligodendrocytaire (Leonetti et al., 2017). 

 

 

Figure 38 La migration de l'OPCs est retardée chez les souris tPA-/- pendant le développement de la moelle épinière. 
MiĐƌophotogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes de l͛iŵŵuŶoŵaƌƋuage aŶti-Olig2 (rouge) et DAPI (bleu) dans la corne ventrale droite de 
la moelle épinière chez des souris sauvages (WT) et déficientes en tPA (tPA -/-) des souris à E13, E15, E17 et P0 (A). 
Quantifications des oligodendrocytes Olig2+ dans la corne ventrale droite (B). Microphotographies représentatives du 
marquage anti-Olig2 (rouge) et DAPI (bleu) dans le domaine pMN chez des souris sauvages et déficientes en tPA à E13, E15, 
E17 et P0 (C). Quantifications des oligodendrocytes Olig2+(D). Quantification du pourcentage d'oligodendrocytes en 
prolifération (Ki67+ / Olig2+) dans le parenchyme de la moelle épinière (corne ventrale droite et domaine pMN ; E). E: jour 
embryonnaire ; ec: canal épendymaire ; ND: non détecté ; OLs: oligodendrocytes ; P: jour postnatal ; domaine pMN: domaine 
progéniteurs des neurones moteurs ; RVH: corne ventrale droite Barres d'échelle: 20 μm (Leonetti et al., 2017). 
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Dès que les OPCs ont quitté le domaine pMN vers les régions ventrales de la moelle épinière, 

ces cellules migrent le long des vaisseaux sanguins (Tsai et al., 2016). La présence de tPA au 

sein des cellules endothéliales bordant les vaisseaux sanguins favorise la migration 

oligodendrocytaire chez les souris sauvages comparativement aux souris tPA-/- (Leonetti et al., 

2017). En effet un nombre moins important de cellules oligodendrocytaires est retrouvé le long 

des vaisseaux chez les souris tPA-/- (Figure 39). Ces observations suggèrent que le tPA a un effet 

chimio-attractant sur les précurseurs oligodendrocytaires, permettant de faciliter leur 

migration le long des vaisseaux au cours du développement embryonnaire (Leonetti et al., 

2017). Afin de corroborer cette hypothèse, des travaux in vitro ont été réalisés pour évaluer 

l͛effet Đhiŵio-attractant du tPA sur les OPCs grâce au test de la chambre de Boyden. Un plus 

gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛OPCs est ƌetƌouǀĠ daŶs la ĐoŶditioŶ où le tPA est pƌĠseŶt ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à 

la condition contrôle (Leonetti et al., 2017). 

 

Figure 39 Le tPA favorise la migration des oligodendrocytes le long des vaisseaux pendant le développement en période de 
migration intense. 
Microphotographies représentatives du marquage tPA (rouge), CD31 (vert) et Olig2 (gris) dans la corne ventrale droite de la 
moelle épinière des souris sauvages à E13. Reconstruction 3D à partir d'acquisitions confocale (gauche ; A). 
Microphotographies représentatives du marquage Olig2 (rouge), CD31 (vert) et DAPI (bleu) dans la corne ventrale droite de 
souris sauvages et déficientes en tPA à E13 (B). Quantification du pourcentage d'oligodendrocytes Olig2+ proches (<10 μm) des 
vaisseaux du parenchyme de la moelle épinière ventrale en dehors du domaine pMN chez les souris sauvages et déficientes en 
tPA (C). Quantification du pourcentage de la zone de coloration CD31+ dans le parenchyme de la moelle épinière ventrale en 
dehors du domaine pMN chez les souris sauvages et déficientes en tPA (D). * p <0,05 ; E: jour embryonnaire ; OLs: 
oligodendrocytes ; domaine pMN: domaine progéniteurs des neurones moteurs ; WT: type sauvage. Barres d'échelle: 20 μm 
(Leonetti et al., 2017). 

 

Leonetti et ses Đollaďoƌateuƌs oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtudiĠ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs les pƌoĐessus 

de remyélinisation suite à l͛injection de lysophosphatidylcholine (LPC) au sein du corps calleux. 

En absence de tPA les souris présentent un volume lésionnel plus important, qui est maintenu 
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jusqu'à 7 jours post-injection. Les auteurs ont mis en évidence, au cours de la fenêtre de 

migration ;Ƌui s͛opğƌe eŶtƌe 3 et 7 jours post-injection ; Nait-Oumesmar et al., 1999) un défaut 

de recrutement des OPCs au niveau péri-lésionnel chez les souris tPA-/- par rapport aux souris 

sauvages (Leonetti et al., 2017). Ainsi, l͛aďseŶĐe de tPA conduit à un retard de remyélinisation 

observé à J21 post-injection. 

Au sein du domaine pMN, les cellules oligodendrocytaires sont dotĠes des ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF 

au 13ème jour embryonnaire. Il a également été rapporté que suite à une démyélinisation focale 

du corps calleux, les OPCs recrutés sont eux aussi dotĠs des ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF. En présence de 

l'inhibiteur de l'activité kinase des récepteurs à l'EGF (AG1478), l'effet du tPA sur la migration 

des OPCs est reversée. L'interaction du tPA avec les récepteurs à l'EGF permet l'activation de 

ces derniers et la phosphorylation de la voie Erk/Akt initiant le processus de migration des OPCs 

(Leonetti et al., 2017). 

 

4.4 tPA : Neuroinflammation et dommages de la substance blanche 

4.4.1 Sclérose en plaques et encéphalomyélite auto-immune expérimentale 

Dans le contexte de la sclérose en plaques (SEP), maladie auto-immune démyélinisante, le 

tauǆ d͛aĐtiǀitĠ du tPA retrouvé dans le liquide cérébro-spinal des patients se trouve être dix fois 

plus importants que chez les sujets contrôles (Akenami et al., 1996; Teesalu et al., 2002). De 

plus, la présence de tPA chez les sujets contrôles est strictement retrouvé au niveau de la 

matrice des vaisseaux sanguins, tandis que chez les patients SEP, le tPA est également présent 

au niveau périvasculaire, dans les plaques actives et au niveau des macrophages (Cuzner et al., 

1996). Cette distƌiďutioŶ suggğƌe Ƌue le tPA pouƌƌait aǀoiƌ uŶ ƌôle daŶs l͛iŶflaŵŵatioŶ daŶs Đe 

contexte pathologique. 

Dans un des modèles murins de SEP, le ŵodğle d͛eŶĐĠphaloŵǇĠlite auto-immune 

expérimentale immunisé contre le peptide MOG33-55 (EAE-MOG), il a été retrouvé également 

uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de tPA aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ du 

tPA dans les zones endommagées (Tessalu et al., 2002). En revanche, son implication dans le 

processus inflammatoire reste encore à ce jour débattu. Selon les études, les animaux 

déficients en tPA ne présentent pas le même tableau clinique que les animaux sauvages. Une 

première étude a montré que les souris déficientes en tPA déclaraient plus tardivement les 

premiers symptômes ŵoteuƌs de l͛EAE et présentaient un score clinique moins sévère en début 
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de maladie (Figure 40 ; Lu et al., 2002). De plus, l͛iŶfiltƌatioŶ leuĐoĐǇtaiƌe, l͛aĐtiǀatioŶ 

microgliale, la démyélinisation et le dommage axonal sont retardés chez les souris tPA-/- 

comparativement aux souris sauvages (Lu et al., ϮϬϬϮͿ. L͛eŶseŵďle de Đes doŶŶĠes suggğƌe que 

le tPA exerce un effet délétère dans les phases précoces de la SEP et dans son modèle murin. 

 

 

Figure 40 La progression de l͛EAE-MOG est moins sévère chez les souris déficientes en tPA. 
Score clinique moyen entre des souris sauvages (C57BL/6) et des souris déficientes en tPA (tPA-/- ; Lu et al., 2002). 

 
Cependant, en 2005, une étude montre que la sévérité du score clinique est plus élevée chez 

les souris déficientes en tPA comparativement à leurs homologues sauvages (Figure 41A ; East 

et al., 2005). Très récemment, une deuxième étude a fait les mêmes observations, les souris 

tPA-/- pƌĠseŶte des sǇŵptôŵes d͛uŶe plus gƌaŶde sĠǀĠƌitĠ, ďieŶ Ƌue la ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe et 

l͛aĐtiǀatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe soieŶt diŵiŶuĠes (Figure 41B ; Mizrachi et al., 2020). 

 

 

Figure 41 La progression de l͛EAE-MOG est plus sévère chez les souris déficientes en tPA. 
Score clinique moyen entre des souris sauvages wt) et des souris déficientes en tPA (tPA-/-) ; p.i : post-immunisation (East et 

al.,2005 ; A). Score clinique moyen entre des souris sauvages (wt) et des souris déficientes en tPA (tPA-/-) (B). **p<0.001 
(Mizrachi et al., 2020). 
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Toutefois, dans chacune de ces études, nous pouvons noter que les souris tPA-/- présentent 

une rémission incomplète suggérant que le tPA serait bénéfique au cours de la fenêtre de 

remyélinisation (Lu et al., 2002).  

 

4.4.2 Lésion médullaire 

 

Apƌğs uŶe lĠsioŶ de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe, l͛eǆpƌessioŶ du tPA est augŵeŶtĠe (Lemarchant et 

al., 2014). Selon les auteurs, le tPA serait impliqué dans la dégradation des chondroïtines 

sulphate protéoglycane (CSPGs) et des protéines de la matrice extracellulaire ayant un rôle 

inhibiteur sur la repousse axonale (Bukhari et al., 2011). Une étude réalisée au sein du 

laďoƌatoiƌe a peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue le tPA est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ ADAMTS-4, une protéase 

Đapaďle de dĠgƌadeƌ les CSPGs afiŶ d͛aŵĠlioƌeƌ la ƌepousse aǆoŶale et la ƌĠĐupĠration 

fonctionnelle après un traumatisme de la moelle épinière (Lemarchant et al., 2014). En 

ĐoŶditioŶ phǇsiologiƋue, l͛eǆpƌessioŶ d͛ADAMTS-4 par les oligodendrocytes contribue 

également au processus de myélinisation et aux capacités motrices (Pruvost et al., 2017). 
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Projet de thèse 

Les fonctions cognitives, motrices et sensitives nécessitent un système de propagation 

ƌapide de l͛iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ. Chez les VeƌtĠďƌĠs, il est assuƌĠ paƌ la gaiŶe de ŵǇĠliŶe Ƌui peƌŵet 

la ĐoŶduĐtioŶ ƌapide et saltatoiƌe des poteŶtiels d͛aĐtioŶ et Ƌui seƌt Ġgalement de support 

trophique aux axones. Au sein du SNC, cette gaine est produite par une population de cellules 

gliales : les oligodendrocytes. La ŵǇĠliŶisatioŶ est uŶe suĐĐessioŶ Đoŵpleǆe d͛ĠǀğŶeŵeŶts : (1) 

prolifération et migration des OPCs, (2) différenciation des cellules progénitrices vers un 

phénotype mature myélinisant, (3) extension de la membrane plasmique et enroulement de 

l͛aǆoŶe, ;ϰͿ ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe, ;ϱͿ foƌŵatioŶ des Ŷœuds de RaŶǀieƌ (Simons 

and Nave, 2015). Ces différents évènements requièrent une régulation complexe faisant 

intervenir de nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques au cours du développement. 

Cependant, leurs orchestrations et leurs rôles sont encore peu connus. Récemment la sérine 

protéase tPA a été identifiée Đoŵŵe l͛uŶ d͛euǆ et uŶe Ġtude du laboratoire a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il 

favorisait la migration des OPCs (Leonetti et al.,2017). Plus précisément, cette étude intitulée 

͞Tissue-type plasminogen activator exerts EGF-like chemokinetic effects on oligodendrocytes in 

white matter (re)myelination͟ a montré que : 

 

 Le tPA Ŷ͛eǆeƌĐe pas d͛effet pƌo-prolifératif sur les OPCs ; 

 Le tPA favorise la migration des OPCs le long des vaisseaux au cours du développement 

embryonnaire et suite à une lésion de la substance blanche ; 

 Le tPA favorise la remyélinisation après une lésion de la substance blanche ; 

 Le tPA eǆeƌĐe uŶ effet ĐhiŵioĐiŶĠtiƋue dĠpeŶdaŶt de l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs à l͛EGF. 

 

Il est iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌu͛uŶe Ġtude de ϮϬϭϲ a ƌappoƌtĠ Ƌue le tPA est eŶƌiĐhi daŶs le 

transcriptome des oligodendrocytes nouvellement formés (NFOLs) ainsi que dans les 

oligodendrocytes formant de la myéline (MOLs ; Marques et al.,2016). Or à ce jour aucune 

donnée ne nous renseigne sur l͛iŵpliĐatioŶ de Đette sĠƌiŶe pƌotĠase daŶs la différenciation des 

oligodendrocytes et la mise en place de la gaine de myéline. 

Mes travaux de thèse visent donc à caractériser les implications du tPA dans les processus de 

myélinisation de la moelle épinière au cours du développement. 
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Pour cela, nous avons comparé à différents stades de développement le profil de 

différenciation des cellules oligodendrocytaires et de myélinisation et évalué les répercussions 

fonctionnelles entre des souris sauvages (tPA+/+) et des souris déficientes en tPA (tPA-/-). 

 

Mes travaux de thèse se sont donc articulés autour de ces questions :  

 Quelle est la ĐiŶĠtiƋue d͛eǆpƌessioŶ du tPA au seiŶ de la ligŶĠe oligodeŶdƌoĐǇtaiƌe ? 

Quel(s) sous-tǇpe;sͿ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵe;ŶtͿ le tPA au Đouƌs du 

développement ? 

 Le tPA favorise-t-il la différenciation des cellules oligodendrocytaires ? Si oui, quelles 

sont les conséquences sur la myélinisation ? 

 Le tPA favorise-t-il la mise en place de la gaine de myéline ? Si oui, quelles sont les 

répercussions fonctionnelles ? 

Ces tƌaǀauǆ oŶt doŶŶĠ lieu à la ƌĠdaĐtioŶ d͛uŶe puďliĐatioŶ : « Tissue-type plasminogen 

activator contributes to myelin compaction during development » qui est en cours de 

préparation. 
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Article: ͞Tissue-type plasminogen activator contributes to developmental 

ŵǇeliŶatioŶ͟   

 

Titre : L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe paƌtiĐipe auǆ processus de myélinisation au cours 

du développement. 

 

Contexte bibliographique : Les fonctions cognitives, sensitives et motrices sont assurées par un 

système de transmission rapide permis par la présence de la gaine de myéline autour des 

axones. Ce processus, Ƌue l͛oŶ Ŷoŵŵe ŵǇĠliŶisatioŶ, Đomprend différentes étapes dont la 

prolifération, la migration, la différenciation des cellules de la lignée oligodendrocytaire et enfin 

l͛eŶƌouleŵeŶt et la ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe. Au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt, toutes ces 

étapes sont finement régulées par divers facteurs intrinsèques et/ou extrinsèques. Nous savons 

aujouƌd͛hui, Ƌue l͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ;tPAͿ est l͛uŶ de Đes faĐteuƌs, eŶ 
favorisant la migration des oligodendrocytes au cours du développement. Cependant, son rôle 

daŶs la diffĠƌeŶĐiatioŶ et l͛eŶƌouleŵeŶt/ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe Ŷ͛a jamais été 

ĠtudiĠ. DaŶs Đette Ġtude, Ŷous aǀoŶs ĠtudiĠ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs Đes pƌoĐessus de 
myélinisation et évaluer les répercussions fonctionnelles. 

 

Matériels et méthodes : GƌâĐe à diffĠƌeŶtes teĐhŶiƋues d͛iŵageƌie ;ŵiĐƌosĐopie optiƋue, 
électronique, imagerie par résonnance magnétique), nous avons comparé les différents 

aspects de la substance blanche au cours du développement de la moelle épinière entre un 

modèle de souris sauvages et déficientes en tPA. L͛ĠǀaluatioŶ des ƌĠpeƌĐussioŶs foŶĐtioŶŶelles 
entre ces deux souches a été mesurée par différents tests comportements moteurs, ainsi que 

paƌ uŶe teĐhŶiƋue d͛ĠleĐtƌophǇsiologie. 

 

Résultats : Nous avons montré, dans un premier temps, que le tPA était exprimé par une sous-

populatioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ďieŶ paƌtiĐulieƌ : les oligodendrocytes myélinisants/matures. 

Cette eǆpƌessioŶ tƌaŶsitoiƌe s͛est aǀĠƌĠe ĐoƌƌĠlĠe à la ŵise eŶ plaĐe de la ŵǇĠliŶisatioŶ de la 
moelle épinière. Notre étude comparative entre des souris sauvages et déficientes en tPA a pu 

montrer un retard de différenciation des OPCs vers un phénotype mature. De plus, nous avons 

pu mettre en lumière un profil dysmyélinique dans nos modèles de souris déficientes en tPA. 

L͛ĠǀaluatioŶ foŶĐtioŶŶelle a pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe uŶe atteiŶte de la dĠŵaƌĐhe saŶs tƌouďles 
de l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe Đhez Ŷos souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ tPA. CepeŶdaŶt, auĐuŶes aŶoŵalies 
structurelles et foŶĐtioŶŶelles de la suďstaŶĐe ďlaŶĐhe Ŷ͛oŶt pu ġtƌe dĠtectées par imagerie 

par résonnance magnétique et par mesure électrophysiologique. 

 

Conclusion : Ces résultats montrent que le tPA est un acteur clé de la myélinisation et que les 

modèles de souris déficientes en tPA pourraient être de bons modèles pour étudier les 

pathologies dysmyélinisantes.
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Abstract  

The ability of oligodendrocytes to form the myelin sheath around the axons during 

developmental myelination is tightly regulated by a multitude of intrinsic and extrinsic cues. 

Among these factors, tissue-type plasminogen activator (tPA) was previously identified as a 

positive regulator of oligodendrocyte migration during embryonic development. However, the 

functional role of tPA on oligodendrocyte differentiation and myelin ensheathment was not 

investigated so far. Here, we report for the first time that tPA is transiently expressed in 

myelinating oligodendrocytes and that a lack of tPA delays oligodendrocytes precursor cells 

differentiation leading to a severe default of myelin compaction and myelin ultrastructure 

abnormalities. We thus hypothesized that this myelin organization issue can lead to functional 

impairments. Accordingly, lack of tPA delays ambulation and results in gait abnormalities. 

These data provide the first demonstration that serine protease tPA is an important factor for 

oligodendrocyte differentiation and myelin compaction and that tPA-deficient mice can be an 

interesting model to further dissect dysmyelination defects. 
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Introduction 

Myelin sheaths, as extensions of the oligodendrocyte plasma membrane, insulate axons 

of the central nervous system (CNS) and promote saltatory and rapid nerve conduction, which 

is a prerequisite for complex brain functions (Snaidero & Simons, 2014). Myelin sheath is 

composed of multiple concentric layers of plasma membrane that are brought into extremely 

close apposition (Aggarwal et al., 2011).  

The ability of oligodendrocytes to form myelin sheaths around the axons is ruled by 

oligodendrocyte precursor cells (OPCs) proliferation, migration, and differentiation into 

mature oligodendrocytes (Baumann & Pham-Dinh, 2001). Moreover, the formation of an 

effective myelin requires a correct axonal ensheathment and myelin compaction (Snaidero & 

Simons, 2014). The elaboration of this correct molecular architecture occurs in a similar way 

during developmental myelination and the adult regenerative process of remyelination (Fancy 

et al., 2011). In fact, both processes may involve the same intrinsic and/or extrinsic factors 

and share common key stages. Myelination disruption leads to cognitive and motor 

impairments as occurs in common dysmyelinating disorders such as Pelizaeus-Merzbacher 

disease (Inoue, 2005). However, mechanisms underlying the failure of proper myelination are 

not fully understood. Therefore, finding new endogenous factors is crucial for a better 

understanding of mechanisms implied in a proper developmental myelination and in myelin 

(re)generation.  

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a well-identified serine protease that serves an 

important role in fibrinolysis in the circulation (Collen & Lijnen, 1991). tPA is expressed by 

several cell types in the brain, such as neurons, endothelial cells and oligodendrocytes 

(Fernández-Monreal et al., 2004; Samson & Medcalf, 2006; Louessard et al., 2016). It can exert 
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multiple functions in the healthy and diseased CNS including neuronal plasticity, learning and 

memory processes and neuroinflammation (Qian et al., 1993; Tsirka et al., 1997; Baranes et 

al., 1998; Nicole et al., 2001; Obiang et al., 2011; Cassé et al., 2012; Docagne et al., 2015; 

Hébert et al., 2016). Moreover, previous studies revealed that tPA plays important roles during 

embryonic development (Seeds et al., 1999; Leonetti et al., 2017; Pasquet et al., 2019). 

Indeed, neuronal tPA is important for a proper cortical lamination and an accurate 

organization and maturation of radial glial cells (Pasquet et al., 2019). Furthermore, our 

previous works highlighted that tPA promotes OPCs survival by anti-apoptotic effects (Correa 

et al., 2011) and facilitates OPCs migration during developmental myelination and 

remyelination (Leonetti et al., 2017). Indeed, a delayed OPCs migration is observed in tPA-

deficient mice compared to their wild-type counterparts during embryonic development 

(OPCs are restricted longer in the pMN_progenitor motoneurons_ domain in the spinal cord) 

and following a white matter injury without any influence on their proliferation (Leonetti et 

al., 2017). However, the role of tPA in oligodendrocyte lineage differentiation and myelination 

was never investigated so far. 

Therefore, in the present study, we investigated whether tPA can influence differentiation 

of oligodendrocyte lineage and myelination during development. We noticed a transient tPA 

expression in oligodendrocytes during development. tPA is mainly associated with myelinating 

oligodendrocytes and the proportion of oligodendrocytes expressing tPA increase at the onset 

of myelination. Furthermore, we demonstrated that the absence of tPA delays 

oligodendrocyte differentiation and leads to a severe default of myelin compaction resulting 

in a postponed ambulation establishment and gait abnormalities. Overall, our findings 

highlight that tPA-deficient mice can be useful to study developmental dysmyelination.  
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Material and Methods 

Animals and ethical statement 

Experiments were performed in accordance with the French ethical laws (act no. 87–848; 

MiŶistèƌe de l͛AgƌiĐultuƌe et de la FoƌêtͿ, EuƌopeaŶ guideliŶes ;DiƌeĐtiǀe ϮϬϭϬ/ϲϯ/UEͿ aŶd 

ethical committee recommendation (Project 16218). All experiments were performed 

following the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk), including randomization as well as 

blinded analysis. 

Two strains of tPA-deficient mice (tPA-/- and tPANull) and their control littermates (tPA-WT 

and tPAfl/fl, respectively) were breeded in the Centre Universitaire de Ressources Biologiques 

(CURB; Center Agreement F14118001; Caen, France). All animals were housed in a 

temperature-controlled room on a 12 h light/12 h dark cycle with access to food and water ad 

libitum.  

tPA-/- mice were generated as previously described (Carmeliet et al., 1994). To disrupt the 

Plat gene, the targeting vector pNT.tPA was constructed in which a cassette expressing the 

neomycin-resistance gene (neo) replaced the genomic sequences encoding most of the 

kringle-2 domain and part of the proteinase domain, including the catalytically essential 

histidine residue at position 326.  

tPAfl/fl mice in which exon 3 is flanked by loxP sites (see Pasquet et al., 2019) were crossed 

with CMV-Cre mice (Mouse Clinical Institute, Illkrich, France) to induce deletion of loxP-

flanked genes in all tissues (tPANull). Mice were genotyped by PCR analysis and southern blots, 

using tail genomic DNA samples, for the presence of loxP sequences (Pasquet et al., 2019). 
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Immunohistochemistry on mice cryosections 

Embryos (from E13 to E19) and mice pups (P0 to P7) were decapitated and trunks were 

fixed for 6 h by immersion in a solution (PAF) containing 2% paraformaldehyde supplemented 

with 0.2% picric acid (Sigma). Animals from P15 to adulthood were deeply anesthetized with 

5% isoflurane in a 60/40 mixture of N2O/O2 and transcardially perfused with cold heparinized 

saline followed with 4% PFA in 0.1 M sodium phosphate buffer (PB, pH 7.4). Spinal cords were 

removed and post-fixed for 4 h with 4% PFA at 4°C. All samples were cryoprotected in 20% 

sucrose in phosphate buffer saline (PBS) for 24 h at 4°C. Then, they were embedded and frozen 

in OCT (Tissue-Tek) and stored at -80°C. Transversal sections (10 µm) were realized using a 

cryostat (Leica, CM3050S), collected on poly-lysine slides and stored at –80°C before 

processing.  

Sections were incubated overnight at room temperature in a humid chamber with one or 

several of the following primary antibodies : goat anti-PDGFRα ;ϭ:ϭϬϬ; AFϭϬϲϮ, R&DͿ; ŵouse 

anti-Olig2 conjugated to AlexaFluor488 (1:2000; AB96-18-AF488, Merck Millipore); sheep 

anti-tPA (1:3000; SASMTPAGFHT, Molecular Innovations); mouse anti-CNP (1:200; SMI91, 

BioLegend); rabbit anti-MBP (1:5000; ab40390, Abcam); rabbit anti-PLP (1:2000; ab105784, 

Abcam); mouse anti-MOG (1:200; MAB5680, Merck Millipore). Each primary antibody was 

revealed with its adapted fluorescent conjugated secondary antibody applied for 1.5 h at room 

temperature in a humid chamber (1:1000, Jackson Immunoresearch). Washed sections were 

coverslipped with antifade medium containing DAPI (Fluoromount-G; Southern Biotech). 

Images were digitally captured using a Leica DMI6000 microscope-coupled Hamamatsu Orca 

Flash 4.0 camera and visualized with Metamorph 7.8.13.0 software. Images were processed 
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using FIJI software (NIH). At least three to four different photomicrographies per animal were 

taken for each immunostaining analyzed.  

For the analysis of Olig2+ and Olig2+/tPA+ cells, all positive cells were counted in the whole 

spinal cord for each developmental stage in tPA-/- and WT mice. Then, ratio of Olig2+/tPA+ cells 

on Olig2+ cells was calculated. Similarly, for OPCs quantification, Olig2+/PDGFRα+ co-

immunostained cells were counted in the whole spinal cord, and the ratio of Olig2+/PDGFRα+ 

cells on Olig2+ cells was calculated. For MBP quantification, all parameters for image 

acquisition were kept constant, with emission levels below saturation. Two Regions of interest 

(ROIs) were delimited: ventral and dorsal white matter. An automatic threshold was applied 

for all pictures at each developmental stage. The total area of each ROI and the MBP+ area 

ǁeƌe ĐouŶted iŶ eaĐh ROI ďy the plugiŶ ͚aŶalyze paƌtiĐles͛ oŶ Fiji. The ƌatio of MBP+ area on 

total ROI area was calculated. 

Western blotting 

Spinal cord samples (from P0 to P21) of tPA-/- and their WT littermates were lysed with ice-

cold TNT buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.5% Triton x-100, pH 7.4) supplemented with 

protease inhibitors (P8340, Sigma) and phosphatase inhibitors (P5726, Sigma). Debris were 

removed by centrifugation (12000 g at 4°C, 20 min). Protein concentration were determined 

usiŶg the PieƌĐe BCA PƌoteiŶ Assay Kit ;aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s iŶstƌuĐtioŶs; ϮϯϮϮϱ, 

Thermo Fisher Scientific). Proteins (30 µg) were diluted in dH2O aŶd β-mercaptoethanol, 

heated at 95°C for 5 min, and loaded onto an polyacrylamide gel (10% or 12%; Bio-Rad). Gel 

electrophoresis was performed in Tris Buffer Saline (TBS; 10 mM Tris and 200 mM NaCl, pH 

7.4) - glycine - sodium dodecyl sulfate (SDS) running buffer at 150 V and proteins transferred 

onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad) for 7 min (Trans-Blot Turbo 
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Transfer System, Bio-Rad) in Tris-glycine-methanol transfer buffer. Membrane was blocked in 

TBS containing 0.1% Tween-20 and 1% bovine serum albumin (TTBS) for 1 h at room 

temperature on an orbital shaker. Blots were incubated overnight at 4°C with following 

primary antibody: rabbit anti-MBP (1:1000; ab40390, Abcam) or mouse anti-CNP (1:1000; 

SMI91, Abcam). Membrane was washed three times in TTBS for 5 min and incubated with the 

appropriate horseradish peroxidase (HRP)-IgG secondary antibody conjugates: goat anti-

rabbit (1:50000; AO5445, Sigma) or rabbit anti-mouse (1:80000; A9044, Sigma) for 1h at room 

temperature. Immunoblot was revealed with an enhanced chemiluminescence ECL-Plus 

detection system (32132, Thermo Fisher Scientific) and Image Quant LAS 4000 Device (GE 

Healthcare, Orsay, France) was used to visualize bands. For loading control purposes, 

membrane was re-blotted with anti-rabbit beta-Actin (1:1000) and after incubation with 

adapted HRP-secondary antibodies, membranes were revealed as above. Analysis were 

ƌealized oŶ IŵageLaď™ softǁaƌe ;Bio-Rad). 

Electron microscopy 

Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane in a 60/40 mixture of N2O/O2 and 

transcardially perfused with physiological saline, followed by fixative solution (4% PFA and 

2.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer; Sigma). For myelin sheath and node of Ranvier 

imaging, spinal cords and optic nerves were post-fixed overnight at 4°C in fixative solution and 

transferred to PBS before osmification and embedding. Samples were cut on sagittal sections 

at the level of high thoracic part of the spinal cord or longitudinal sections for optic nerve. 

Tissues were post-fixed in 2% osmium tetroxide diluted in phosphate buffer for 1 h at RT. 

Specimens were dehydrated in graded aqueous solution of alcohol (5, 40, 60, 80, 100%), 

replaced finally by acetone, and infiltrated with a mixture of acetone and Epon overnight in 
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capped vials at room temperature and polymerized at 60°C for 48h. The embedded samples 

were trimmed on an ultramicrotome (Leica ultracut R) to obtain first 1 µm sections. Slices 

were stained with toluidine blue solution prior to bright field imaging at 40x magnification 

using a Leica DMi8 microscope. Then, 80nm ultramicrotome-cut sections were collected on 

formvar-coated copper slot grids and were counterstained with URANYLESS© (Delta 

Microscopie, Mauressac, France) in citrate buffer. Using an ORIUS 200 digital camera on a JEM 

1011 transmission electron microscope, digital images were acquired at a magnification of 

15000x for node of Ranvier visualization, 15000x for g-ratio analysis and 200000x for 

visualization of layers myelin sheaths organization. Samples treatment and image acquisition 

were performed at CMAbio3 (Centre de Microscopie Appliquée à la Biologie, Biological 

Microscopy Facility Center UFR des Sciences, SF 4206 ICORE, University of Caen Normandie).  

Fifteen non-overlapping electron microscopy images of the corticospinal tract of four 

animals of each genotype (tPA-WT/tPA-/-, tPAfl/fl/tPANull mice) at P15 were taken, and a 

minimum of 100 axons per animal were analyzed for g-ratio and myelin sheath compaction.  

Axonal diameter was given by the plugin Area measurement on Fiji. G-ratio was calculated 

by dividing the length of axon diameter on the length of outer myelin sheath diameter in 

regions with uncompacted myelin. Myelin was considered uncompacted by the presence of 

light regions located between the concentric myelin lamellae. Percentage of uncompacted 

myelin was calculated by assessing the percentage of light regions on the total myelin sheath 

area (see Supplementary Figure 3 for outline of quantification methods). Distribution of 

myelinated axons per axon diameter was determined by plotting the number of total 

myelinated axons with a specific diameter for each animal of each genotype. 
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For tPA immunodetection, P15 mice were perfused with PAF containing 0.05% of 

glutaraldehyde. Spinal cord were washed in PBS and cryoprotected in PBS supplemented with 

ethylene glycol and glycerol. Samples were cut on a Cryomicrotome (Microm HM 450) to 

obtain 40 µm free-floating sections. Sections were rinced in PBS and incubated 24 h at 4°C 

with primary antibody anti-tPA (1:1000; generous gift from Pr R. Lijnen, Leuven). Sections 

were rinsed and incubated with a secondary antibody conjugated to peroxidase (1:1000) for 

2 h at RT. To reveal the labeling, slices were incubated with Sigma FastTM 3-,ϯ͛ 

diaminobenzidine solution (Sigma). Slices treatments were further performed as described 

above except that post-fixation was performed, 30 min, in phosphate buffer containing 1 % 

osmium tetroxide. 

Diffusion tensor imaging 

P15 tPA-/-  and WT mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane in a 60/40 mixture of 

N2O/O2 and transcardially perfused with 4% PFA supplemented with 2% Dotarem® (60 mL at 

4°C) at 3mL/min. Spinal cords were removed and kept in 4% PFA and 2% Dotarem® for 48 h ; 

then transferred into a PBS containing 0.05% sodium azide and 2% Dotarem®. The solution 

was changed every 72 h during 2 weeks. Before Magnetic Resonance Imaging (MRI) 

acquisition, samples were placed into 15mL conical Falcon tubes filled with Fomblin 

(Fluorinert FC75; 3M). Scans were performed with a 7T MRI scanner system (Bruker). DTI data 

ǁeƌe aĐƋuiƌed usiŶg a diffusioŶ‐ǁeighted fast spiŶ eĐho seƋueŶĐe ǁith the folloǁiŶg 

parameters: TR = 4000 ms; echo time (TE) = 17 ms; slice thickness = 1 mm; number of averages 

= 8. Diffusion weighting gradients were applied with b = 719.45 s/mm². The acquisition time 

was 11 h. Images were processed using a diffusion toolkit and DSI Studio software (http://dsi-

studio.labsolver.org). The whole spinal cord or specific regions in cervico-thoracic levels such 

http://dsi-studio.labsolver.org/
http://dsi-studio.labsolver.org/
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as dorsomedial (DM), dorsolateral (DL), ventromedial (VM), ventrolateral (VL), and grey 

matter (GM) were manually traced. For each region, several DTI parameters were generated. 

In this study, fractional anisotropy (FA), and mean diffusivity (MD) were used. 

Motor evoked potentials  

tPA-/- and WT mice (from P15 to adult stages) were anesthetized with 5% isoflurane in a 

60/40 mixture of N2O/O2, and then isoflurane was reduced to 1% for stabilization of the 

anesthesia. To record the total conduction time (TCT), stimulating electrodes were placed 

subcutaneously at the base of the first cervical vertebrae. To record the peripheral conduction 

time (PCT), stimulating electrodes were placed on both sides at the onset of the sciatic nerve. 

For both conditions, recording electrodes were placed subcutaneously aligning the 

gastrocnemius muscle and the reference electrode next to the Achilles tendon. The ground 

electrode was placed subcutaneously on the flank side of the mouse. Stimulation was 

performed through electrodes (intensity: 10-30 mA for TCT recordings and 100 mA for PCT 

recordings; duration: 0.1 ms; frequency: 1 Hz; band pass: 20-10,000 Hz; sweep: 1 ms/D). The 

motor evoked potentials were recorded using a dedicated Keypoint system (Alpine biomed). 

The measurement of latency response corresponds to the latency of the positive response 

peak. Central conduction time (CCT) was calculated as follow: CCT = TCT - PCT. 

Assessment of gait and motor performance 

All motor behavior tests were realized on tPA-/- and WT mice. 

Negative geotaxis: Mice pups were placed facing downward, on a 45° incline and holded for 5 

sec, as previously described by Feather-Schussler and Fergusson, 2016. After releasing the 

pup, the time for the pup to turn face upward (turn around 180° on the incline) was recorded. 

A total of three trials was realized for each pup and the best time over the three trials was 
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recorded. A total of one min was given for each trial. The number of fails to turn during the 

three trials was also recorded. 

Righting reflex: Mice pups were placed on their back on a bench pad and holded in position 

for 5 sec. After releasing the pup, the time for the pup to return to prone position was 

recorded. A total of one min was given for each trial. A total of three trials was realized for 

each pup.  

Ambulation: Mice pups were placed on a bench pad for 1 minute and an ambulation scoring 

was realized depending on following criteria: 0 = no movement, 1 = crawling with asymmetric 

limb movement, 2 = slow crawling but symmetric limb movement, and 3 = fast 

crawling/walking, as previously described by Feather-Schussler and Fergusson, 2016. At the 

testing day, if mice presented an inferior ambulation score than the previous test, this data 

was excluded.  

Catwalk: Gait analysis was performed using the CatWalk XT automated system (Noldus). The 

apparatus consists of an enclosed walkway (130.3 x 68.3 x 152 cm) on a glass plate in which 

the light of a fluorescent tube on its long side is completely internally reflected. The mouse 

traverses the corridor from one side to the other as a green light enters on the long side of 

the plate. WheŶ a ŵouse͛s paǁ ŵakes ĐoŶtaĐt ǁith the glass plate, the light is sĐatteƌed aŶd 

its footprints are captured. The training and testing procedures were conducted as previously 

described (Hamers, Koopmans, & Joosten, 2006). The mice were subjected to three 

consecutive compliant runs (<60% of speed variation). The recorded data were analyzed using 

the CatWalk XT 9.0 software.   
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Hindlimb foot angle: Measure of hindlimb foot angle was taken during Catwalk acquisition, 

only when the pup was performing a full stride in a straight line and both feet were flat on the 

ground. Measurements were not taken while the pup was stationary or turning.  

Open field: Open field experiment was performed to assess general locomotor activity of mice. 

Each mouse was placed in a square box of 31.5 x 31.5 cm for 5 min. Distance was videotracked 

(DMK 21AF04, The Imaging Source®) and analysed with EthoVision XT 11.5 (Noldus).  

Statistics 

All analyzes were performed in a blinded manner. Data are represented as mean ± S.D. 

Data and statistical processing were performed using Microsoft Excel and GraphPad Prism 

Software. Statistical significance across groups defined by one factor was performed using 

Mann-Whitney U test oƌ uŶpaiƌed tǁo‐tailed studeŶt t test ;ǁith WelĐh͛s ĐoƌƌeĐtioŶ ǁheŶ 

variances were statistically different). Multiple comparisons were statistically evaluated by a 

2-ǁay ANOVA ǁith Sidak͛s oƌ False DisĐoǀeƌy Rate post-hoc test (conduction velocity), when 

comparisons across groups were defined by two-factors (e.g., genotype and time point). 

Cumulative ambulation scores were compared using the Kolmogorov-Smirnov test. For the 

correlation between nodal length and axonal diameter a non-parametric correlation with 

Spearman test was performed. The level of statistical significance was set at p <0.05. 
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Results 

tPA is selectively expressed in myelinating oligodendrocytes 

In order to investigate whether tPA is required for myelination processes, we firstly 

determined the temporal expression of tPA in oligodendrocyte lineage during developmental 

myelination of the spinal cord. In accordance with previous study, tPA is not detectable in 

oligodendrocyte lineage at embryonic stages and its expression in Olig2+ cells (marker of all 

oligodendrocyte lineage) occurs from post-natal stages (Figure 1a and Supplementary Figure 

1a). The proportion of Olig2+ cells expressing tPA starts at P0, progressively increases at P3 

and P7 (p<0.001 at P3, P7 vs P0), to reach an important peak at P15 (p<0.001 at P15 vs P0) and 

then notably decreases from P21 (p<0.001 at P21 vs P0) to become rare at adulthood (p>0.05 

at 8w vs P0; Figures 1a and 1b). Hence, Olig2+ / tPA+ cells represent 0.8971% at P0, 7.282% at 

P3, 17.18% at P7, 23.82% at P15, 12.63% at P21 and 0.8507%  at 8w of total Olig2+ cells in the 

spinal cord (Figure 1b).  

Since cells of oligodendrocyte lineage evolve through different stages of differentiation, we 

then assessed which sub-populations of oligodendrocytes expressed specifically tPA by 

suppleŵeŶtal iŵŵuŶostaiŶiŶgs foƌ OPCs ;ǁith PDGFRα - platelet-derived growth factor 

ƌeĐeptoƌ α aŶtiďodiesͿ, aŶd ŵyeliŶatiŶg ŵaƌkeƌs suĐh as Ϯ͛,ϯ͛-ĐyĐliĐ ŶuĐleotide ϯ͛-

phosphodiesterase (CNP), myelin basic protein (MBP), proteolipid protein (PLP) and myelin 

oligodendrocyte glycoprotein (MOG). At all developmental stages, only myelinating 

oligodendrocytes expressed tPA in the spinal cord (Figure 1cͿ. IŶdeed, ŶoŶe OPCs ;PDGFRα+) 

exhibited tPA expression whereas this serine protease is mostly associated in CNP, MBP, PLP 

or MOG positive oligodendrocytes (Supplementary Figure 1b). Moreover, the presence of tPA 

in the cytoplasmic compartment of myelinating oligodendrocytes was confirmed by using 



 

 

Résultats 82 82 

electron microscopy (Figure 1d). Our results are in accordance with a recent single-cell 

transcriptomic study of oligodendrocyte lineage in later development 

(linnarssonlab.org/oligodendrocytes; Marques et al., 2016) where tPA gene expression (Plat) 

is mainly found in a subsets of newly-formed oligodendrocytes and myelin forming 

oligodendrocytes (Figure 1Figure e). 

These data revealed that tPA is selectively expressed in myelinating oligodendrocytes and 

that the time point P15 (corresponding to the higher number of Olig2+/tPA+ oligodendrocytes) 

coincides with the peak of active myelination in the spinal cord suggesting a possible role of 

this serine protease during development myelination processes.  

 

Figure 1 Transient expression of tPA is developmentally associated with myelinating 

oligodendrocytes. a: tPA (grey) expression throughout development (P0-8w) in the mice 

spinal cord. b: Quantification of tPA-positive oligodendrocytes (Olig2+/tPA+ cells) from P0 to 

adult stage in percentage of total Olig2+ cells in the whole spinal cord (****p<0.001 vs P0; 

###p<0,01 vs P15; ####p<0,0001 vs P15; n=3 for P0, P3 and 8w and n=4 for P7, P15, and P21; 

unpaired t-test ǁith WelĐh͛s ĐoƌƌeĐtioŶͿ. c: Representative images of myelinating 

oligodendrocytes (CNP, MBP, PLP, MOG, grey) expressing tPA (blue). d: Representative image 

of an oligodendrocyte expressing tPA by electron microscopy. e: t-SNE plot of oligodendrocyte 

lineage cell transcriptomes from P21-30 for Plat gene expression (red dot plot); represented 

as t distributed stochastic neighbor embedding projection 

(https://linnarsonlab.org/oligodendrocytes/; Marques et al., 2016).  
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Supplementary Figure 1 tPA expression in oligodendrocytes occurs at post-natal stages and 

is not associated with OPCs. a: Representative photomicrographies at E17 (left) and E19 

(right) showing tPA (blue). At these stages, tPA was only expressed in ependymal and 

endothelial cells bording the ependymal canal (ec) and not in Olig2+ cells (grey). b: 

Representative photomicrographies showing tPA (blue) expression in Olig2+ cells (grey), but 

Ŷot assoĐiated ǁith the OPCs ŵaƌkeƌ ;PDGFRα iŶ ƌedͿ. SĐale ďaƌs: ϮϬ µŵ. 

 

 

Oligodendrocyte differentiation is delayed in tPA-deficient mice 

As we observed a strong expression of tPA only in myelinating oligodendrocytes, we sought 

to determine if tPA could influence oligodendrocyte differentiation. To do so, we quantified 

thƌoughout deǀelopŵeŶt stages iŶ the spiŶal Đoƌd, the Ŷuŵďeƌ of OPCs ;PDGFRα+) and 
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(Figures 2a, 2b, and Supplementary Figure 2b). At P3, there is no more difference in the 

Ŷuŵďeƌ of PDGFRα+ oligodendrocytes between the two strains (p>0.05; Figures 2a and 2b).  

Analysis of MBP immunostaining revealed that this latter is expressed in the spinal cord 

from E17 and displayed a region- and time-dependent expression in both strains (Figures 2a, 

2c, 2d, and Supplementary Figure 2b). Therefore, we divided the spinal cord in two regions 

(ventral and dorsal parts). In the ventral part of the spinal cord and at embryonic stages (E17 

and E19), levels of MBP expression were drastically lower in the tPA-/- mice compared to their 

WT littermates (p<0.05; Figures 2a and 2c). At postnatal stages (from P0 to P15) except at P7, 

there were no more significant differences between the two strains (p>0.05 at P0, P3 and P15; 

Figures 2a, 2c and Supplementary Figure 2c).  

Myelination of the spinal dorsal white matter occurs from E19, corresponding to the 

appearance of MBP expression in this area (Figure 2a). Analysis of MBP expression revealed 

almost the same differential patterns as in the ventral part with levels of MBP significantly 

inferior at prenatal stage and P7 in the tPA-/- mice compared to the WT ones (p<0.05; Figures 

2a and 2d) and no more significant differences between the two strains at postnatal stages 

(p>0.05; Figures 2a, 2d and Supplementary Figure 2c). We then performed immunoblotting 

against myelin proteins (MBP and CNP) from P0 to P21 tPA-WT and tPA-/- mice spinal cord 

tissues. As in immunohistochemistry, no significant differences in CNP and MBP levels were 

observed between the two genotypes at postnatal stages (Figure 2e).  

Altogether, these data demonstrate that the absence of tPA delays the differentiation of 

OPCs into myelinating oligodendrocytes during development supporting that this serine 

protease is required for a proper differentiation of oligodendrocyte lineage.  
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Figure 2 Oligodendrocyte differentiation is delayed in tPA-/- mice. a: Representative images 

of oligodeŶdƌoĐytes pƌeĐuƌsoƌs Đells ;OligϮ; ĐyaŶ aŶd PDGFRα; ƌedͿ aŶd ŵyeliŶ ;MBP; ǁhiteͿ 
in spinal cord white matter of E17, E19, P0 and P3 tPA-wild-type and tPA-/-  mice. Images on 

the bottom right of MBP staining at E17 are magnification of the square in respective MBP 
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iŵage. SĐale ďaƌs: ϮϬµŵ foƌ OligϮ/PDGFRα iŵŵuŶostaiŶiŶg aŶd ϱϬµŵ foƌ MBP. b: 

Quantification of oligodendrocyte precursor cells (Olig2+ / PDGFRα+ cells) in percentage of 

total Olig2+ cells in the entire spinal cord from E17 to P3 tPA-wild-type (grey) and tPA-/-  (green) 

mice. c-d: Quantification of MBP coverage in percentage of whiter matter ventral (c) and 

dorsal (d) part from E17 to P15 tPA-wild-type (grey) and tPA-/-  (green) mice. Graphs show 

mean ± SD. Mann-Whitney U test, *p<0.05; n=4 mice per genotype. ND: not detectable. e: 

RepƌeseŶtatiǀe ǁesteƌŶ ďlots of spiŶal Đoƌd lysates laďeled foƌ CNP oƌ MBP ǁith β-actin as a 

loading control from P0 to P21 in tPA-/- and wild-type mice. 

 

 

 

Supplementary Figure 2 a: Number of Olig2+ cells in the spinal cord from E13 to P3 tPA-wild-

type (grey) and tPA-/-  (green) mice. Graphs show mean ± SD. Mann-Whitney U test, p>0.05; 

n=4 mice per genotype. b: Representative images of oligodendrocytes cells (Olig2+; cyan) and 

PDGFRα ŵaƌkeƌ ;ƌedͿ iŶ the spiŶal Đoƌd of Eϭϯ aŶd Eϭϱ ǁild-type and tPA-/- mice. c: 

Representative images of MBP immunostaining (grey) in the spinal cord of P7 and P15 wild-

type and tPA-/- mice. Scale ďaƌs: ϮϬµŵ foƌ OligϮ/PDGFRα iŵŵuŶostaiŶiŶg aŶd ϱϬµŵ foƌ MBP. 

 

 

Myelin compaction is altered in tPA-deficient mice 

To further dissect the role of tPA in myelination processes, we examined myelin sheath 

ultrastructure of tPA-WT and tPA-/- spinal cord axons by transmission electron microscopy. As 

the greater number of tPA+ oligodendrocytes is found at P15 and that this time point 

corresponds to the myelination of corticospinal tract (CST) in rodent spinal cords (Matthews 
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& Duncan, 1971), we specifically analyzed this contralateral descending fibers of the dorsal 

funiculus in the cervico-thoracic spinal cord. 

At P15, we observed a major default of myelin compaction in tPA-/- mice compared to WT 

littermates (Figure 3a). By calculating the area of uncompact myelin (Supplementary Figure 

3a for quantification methodology), we noticed that deficient mice displayed a severe myelin 

sheath split compared to WT. Indeed, the former have 29.18% and the latter 7.81% of 

uncompacted myelin (p<0.0001; Figure 3b). Moreover, this striking phenotype was associated 

with a decrease of axonal circularity (index of axonal circularity: 0.7581 in tPA-WT vs 0.6807 

in tPA-/-; p<0.0001; Figure 3c). Neither the g-ratio nor the distribution of myelinated axons 

revealed significant differences between the two genotypes (p> 0.05; Figures 3d and 3e). 

However, other distinctive myelin sheath ultrastructure phenotypes were found among the 

tPA-/- mice. While some axons presented a myelin sheath split, others displayed myelin 

outfoldings and axonal inclusions (Supplementary Figure 3b).  

To confirm the role of tPA in myelin compaction, we then performed similar analyses in 

another strain of tPA-deficient mice (tPANull) and its control (tPAfl/fl). As reported with tPA-/-

mice, a higher area of uncompacted myelin was detected in tPANull mice when compared to 

control mice (18.52% in tPANull vs 8.091% in tPAfl/fl; p<0.0001; Figures 3a and 3b). We also 

observed that this myelin sheath compaction default was more subtle than in tPA-/- mice 

(Figures 3a and 3b). These two tPA-deficient strains display other discrepancies. In tPANull 

mice, axonal circularity is not affected compared to control mice (index of axonal circularity: 

0.7056 in tPAfl/fl vs 0.6959 in tPANull; p> 0.05; Figure 3c) whereas g-ratio is significantly higher 

in tPA-deficient mice compared to control (0.8450 for tPAfl/fl and 0.8569 for tPANull; p<0.05; 

Figure 3d). Thus, these data indicate that myelin sheath is thicker in tPANull compared to tPAfl/fl 
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control mice. However, the distribution of myelinated axons is similar between tPANull and 

tPAfl/fl mice (p> 0.05; Figure 3e). Here, we observed that the two strains of tPA-deficient mice 

and their respective control exhibited equivalent polynomial regression curves of myelinated 

axons distribution depending to their diameter (Figure 3e).  

Altogether, these data highlight that tPA plays a fundamental role in myelin compaction 

and each specific genotype of tPA-deficient mice can be a relevant model to study 

dysmyelination processes. 

Uncompacted myelin could ensue from a default formation of the major dense line, or the 

double intraperiodic line (Snaidero & Simons, 2017). In order to discriminate myelin sheath 

ultrastructure, we next examined its lamellar organization at higher magnification in tPA-

deficient and control mice (Figure 3f). Although the major dense line appeared normal in tPA-

deficient (tPA-/- and tPANull) and their respective control mice (tPA-WT and tPAfl/fl), the 

organization of intraperiodic lines was not as well established in both tPA-deficient animals 

compared to their control littermates (Figure 3f). In some axonal regions, the lack of tPA leads 

to an intermittent intraperiodic line with a wider interlamellar space (Figure 3f).  

So, this abnormality revealed that tPA is an important factor for a proper myelin 

compaction by promoting the apposition of external surfaces of adjacent lamellae. 

Then, we investigated in the optic nerve of tPA-deficient and control mice, the 

ultrastructure of nodal and paranodal regions (pseudo-colored in blue in Figure 3g). We 

observed that Node of Ranvier are significantly longer in tPANull compared to the tPAfl/fl mice 

(0.6004 vs 1.0033, respectively, p<0.005; Figure 3h). In tPA-/- mice, nodal length observed was 

only in trend higher compared to their control counterparts (0.7062 vs 0.9263 µm, 
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respectively; p>0.05; Figure 3h). In all strains, no significant differences were visualized by 

correlating the nodal length with axonal diameter (R between 0.08 and 0.16; Figure 3i).  
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Figure 3 Myelin compaction and node of Ranvier length are altered in tPA-deficient mice. a: 

Representative electron micrographs of myelinated axons in spinal cord of P15 tPA wild-type, 

tPA-/-, tPAfl/fl and tPANull mice. Scale bars: 0.5 µm. b: Percentage of uncompacted myelin area 

of P15 tPA wild-type (light grey), tPA-/- (green), tPAfl/fl (dark grey) and tPANull (orange) mice; 

n=4 mice per genotype; Two-tailed unpaired t-test ǁith WelĐh͛s ĐoƌƌeĐtioŶ, ****p<Ϭ.ϬϬϬϭ. c: 

Index of axonal circularity of P15 tPA wild-type (light grey), tPA-/- (green), tPAfl/fl (dark grey) 

and tPANull (orange) mice; n=4 mice per genotype; Two-tailed uŶpaiƌed t test ǁith WelĐh͛s 
correction, ****p<0.0001; ns: non-significant. d: g-ratio analysis relative to axonal diameter 

in P15 wild-type (light grey) and tPA-/- (green; top panel); tPAfl/fl (dark grey) and tPANull (orange; 

bottom panel). Two-tailed unpaired t-test ǁith WelĐh͛s ĐoƌƌeĐtioŶ, **p<Ϭ.ϬϬϱ; Ŷ=ϰ ŵiĐe peƌ 
genotype, n=100 axons per animal. e: Proportion of myelinated axons distributed by axon 

diameter of P15 tPA wild-type (light grey), tPA-/- (green), tPAfl/fl (dark grey) and tPANull (orange) 

mice overlaid with polynomial best-fit regression curves. f: Representative electron 

micrographs of myelin sheath ultrastructure layers of P15 tPA wild-type, tPA-/-; tPAfl/fl and 

tPANull. Bottom panels show adjacent myelin sheaths with the presence of major dense lines 

(MDL, yellow arrows) and intraperiodic lines (IPL, white arrows). The absence of IPL are 

pointed with an asterisk (*). Scale bars: 20 nm. g: Representative electron micrographs of 

nodal and paranodal (pseudo-colored in blue) regions in the optic nerve of P15 tPA wild-type, 

tPA-/-, tPAfl/fl and tPANull. Scale bars: 0.5µm. h: Quantification of nodal region length in P15 tPA 

(light grey), tPA-/- (green), tPAfl/fl (dark grey) and tPANull (orange) mice. Two-tailed unpaired t-

test ǁith WelĐh͛s ĐoƌƌeĐtioŶ, **p<Ϭ.ϬϬϱ; Ŷ=Ϯ ŵiĐe peƌ geŶotype. i: Distribution of nodal length 

relative to axonal diameter in P15 tPA wild-type (light grey), tPA-/- (green), tPAfl/fl (dark grey) 

and tPANull (orange) mice. 
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Supplementary Figure 3 Methodology of myelin split calculation and abnormal myelin 

sheath phenotype. a: Protocol to create a mask for analyzing uncompacted myelin in total 

myelin area. From the raw data, we first applied an automatic threshold which allowed us to 

delimitate the innermost and outermost of myelin sheath. Then, once the mask is created, the 

͚aŶalyze paƌtiĐle͛ plugiŶ is applied aŶd the aƌea of uŶĐoŵpaĐted ŵyeliŶ is Ŷoƌŵalized to the 
total area of myelin sheath (between the innermost and outermost regions). b: 

Representative electron microphotographies showing normal compacted myelin sheath 

(arrow), axonal inclusions (asterisk in left panel) and myelin outfolding (asterisk in right panel) 

in tPA-/- mice.  
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Next, ex vivo diffusion tensor imaging (DTI) was performed to assess microstructural 

changes within the spinal cord of tPA-/- and WT mice. This technique tracks the position and 

direction of water molecules in tissues and it is mostly sensitive to myelin and often referred 

to a white matter integrity imaging technique (Madden et al., 2012). First, images from MRI 

of the whole spinal cord were analyzed with DSI studio software to give a Generalized Q-

sampling Imaging (GQI) reconstruction (Figure 4a). Thanks to this reconstruction, fiber 

tractography (Figure 4b), fibers volume, fractional anisotropy (FA) and mean diffusivity (MD) 

data were provided (Figure 4c). None parameters were modified in the entire spinal cord of 

tPA-/- and WT mice (p>0.05; Figure 4c). Although the whole spinal cord tractography did not 

show any microstructural alteration, there is an heterogeneity in tPA-/- mice FA. So, we 

decided to look closer in the spinal cord and more precisely in specific regions of interest (ROI; 

Figure 4d). After manually defining ventromedian (vm), dorsomedian (dm), right and left 

ventrolateral (vlr and vll, respectively), right and left dorsolateral (dlr and dll, respectively) of 

the white matter and the grey matter (GM) ROIs in the cervico-thoracic spinal cord, same 

calculated parameters were given (Figures 4e-4g). As above, there are no significant 

differences in DTI parameters (fibers volume, FA and MD) in each regions of tPA-/- and WT 

mice (Figures 4f-4h).  
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Figure 4 Diffusion tensor imaging parameters are not affected by the lack of tPA in the spinal 

cord. a: Representative scan of spinal cord MRI (coronal view: top panel) and Generalized Q-

sampling Imaging (GQI) reconstruction (bottom panel). b: Reconstruction of fiber tracts in the 

entire spinal cord of P15 tPA-WT (grey) and tPA-/- (green) mice. c: Microstructure and diffusion 

parameters (fibers volume, FA and MD) in the entire spinal cord of P15 tPA-WT (grey) and tPA-

/- (green) mice. Graphs show mean ± SD. d: Representative scan of spinal cord MRI with 

delimitation of ventromedial (VM, cyan), left and right ventrolateral (VL, light cyan), 

dorsomedial (DM, yellow), and left and right dorsolateral (DL, orange). e: Reconstruction of 

regions of interest (ROIs). f-h: Quantification of several parameters (f: Fibers tract volume; g: 

FA and h: MD) of each delimited ROIs of P15 tPA-WT (grey) and tPA-/- (green) mice. FA: 

fractional anisotropy; MD: mean diffusivity. p>0.05 Mann- Whitney U test. n=4 per genotype. 
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tPA-deficient mice display gait abnormalities without affecting conduction velocity  

After having shown the role of tPA in developmental myelination of the corticospinal tract 

(CST) and as this tract is the major descending pathway which contributing to motor function 

in mammals, our next objective was to determine the functional consequences of myelin 

ultrastructure default in one of our dysmyelinating model. For that, we first performed motor 

evoked potentials (MEPs) to examine the conduction velocity of descending motor pathways, 

and secondly, we investigated i) motor coordination, ii) postural imbalances, iii) ambulation, 

iv) hindlimb foot angle to determine gait abnormalities and v) motor activity at several post-

natal stages (from P3 to P30) both in our most severe dysmyelinating model (i.e. tPA wild type 

and tPA-/- mice).  

Regarding the MEPs, we followed-up the same tPA-/- and their controls mice throughout 

development (from P15 to adulthood). Dorsal CST fibers were stimulated at the level of the 

first cervical vertebrae (Stimulation 1) and at the onset of the sciatic nerve (Stimulation 2; 

Figure 5a). Thanks to the recorded electrode situated at the gastrocnemius muscle level, the 

total conduction time (TCT; Figure 5b) and the peripheral conduction time (PCT; Figure 5c) 

were recorded allowing the determination of central conduction time (CCT) corresponding to 

TCT-PCT (Figure 5d). For each genotype, we detected an age-dependent effect of the CCT 

(Figure 5d). Indeed, the conduction latency decreased between P15 and the other time points 

(P30-P60), showing a maturation of CNS after P15 (p< 0.0001 for each time point vs P15; Figure 

5d). However, we did not detect any significant difference in the TCT, PCT or CCT between the 

two genotypes at each stage (p>0.05; Figures 5b-5d).  



 
95 Résultats 

 

Figure 5 The lack of tPA does not affect motor evoked potentials a: Schematic representation 

of stimulation protocol (left) and motor evoked potential (MEP) responses for each 

stimulation (right). The recording of MEPs were performed at the gastrocnemius muscle level 

(orange arrow). Stimulation 1 was performed at the base of cervical vertebrae to measure 

total conduction time (TCT). Simultaneously, stimulation 2 was performed at the onset of the 

sciatic nerve to measure peripheral nerve conduction (PCT). Central conduction time (CCT) 

was calculated as TCT-PCT. b-d: Analysis of TCT (b), PCT (c) and CCT (d) throughout postnatal 

development (P15 to P60) in tPA-WT (grey) and tPA-/- (green) mice. Graphs show mean ± SD. 

****p<0,0001 vs P15 WT and ####p<0,0001 vs P15 tPA-/- mice ; unpaired t-test followed by 

multiple comparison corrected by FDR. n=8 par genotype. 

 

Then, we investigated the motor impact of a lack of tPA in several behavior assays. Motor 

coordination was assessed by negative geotaxis test in pups from P3 to P7 because after this 

stage, negative reflex is established in rodents (Heyser, 2003; Feather-Schussler & Ferguson, 

2016). No significant differences were found between tPA-deficient mice and their control 

littermates regarding the time for pups to face up the slope and the number of fails to face 

upward (p>0.05; Supplementary Figure 4a and Supplementary Figure 4b). 

Postural imbalance was evaluated thanks to the righting reflex test from P3 to P7 mice since 

it appears in rodent at P5 (Heyser, 2003; Feather-Schussler & Ferguson, 2016). As expected on 

the above results, no significant differences were detected in the time for pups to return to 
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prone position in both strains (p>0.05; Supplementary Figures 4c and Supplementary 4d). 

While there is no significant difference between tPA wild type and tPA-deficient mice, tPA-/- 

pups are heterogeneous group (Supplementary Figures 4c and Supplementary 4d). For 

example, at P3, half of the animals had an execution time <20s whereas the other half turn in 

more than 40s.  

Ambulation was scored to determine whether myelin compaction default lead to a delay 

in crawling to walking transition. At P3, both tPA-/- and WT mice have a score of zero 

corresponding to no movement (Figure 6a). Half of wild-type pups showed a crawling behavior 

with asymetric limb movement (score 1) emerging at P5 whereas any tPA-/- mice have initiated 

it (Figures 6a and 6b). So, from this stage to P10, tPA-deficient mice displayed gait deficits 

compared to their control counterparts (p<0.0001; Figure 6a). At P12, there were no more 

differences between the two genotypes in the ambulation score revealing that tPA-/- mice 

have caught up their delay in ambulation (p>0.05; Figure 6a). Furthermore, tPA-/- mice 

exhibited a reduced cumulative score compared to WT mice from P5 to P12 (p<0.0001 from 

P5 to P12; Figure 6b). Thus, the acquisition to a symmetric and fast walking took more time 

and is postponed in tPA-/- mice compared to tPA wild-type ones.  

In addition to ambulation score, hindlimb foot-angle was assessed at P12 and P30 (Figure 

6c). We observed that tPA-deficient pups walked with their paws splayed contrary to control 

ones that walked with paws facing towards (Figure 6c). tPA-/- mice showed an increase of 

hindlimb foot-angle at P12 and P30 compared to WT mice (P12: 62.31° vs 86.74°; P30: 37.94 

vs 63.31 respectively; **p<0.01, *p<0.05, ; Figure 6d). This increased angle is correlated with 

gait instability. So, tPA-/- mice need to increase the angle of their rear paws to stabilize their 

gait.  
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Then, we evaluated whether the delay in the acquisition of walking behavior and the gait 

instability was due to a weight variance in tPA-/- compared to wild type mice. Analyses of 

weight did not indicate any differences between the two littermates (Supplementary Figure 

4e). Since tPA-/- mice displayed gait abnormalities from P12, we next evaluated general activity 

and several parallel gait parameters at later stages (P30 and 8 weeks) thanks to an open-field 

setup and CatWalk system, respectively (Figures 6e-6i).  

The openfield measures general activity by tracking mice movements into a square box for 

5 min (Figure 6e). Interestingly, at P30, tPA-/- mice have an increased of locomotor activity 

compared to WT ones covering a significant longer distance (19.56 m vs 12.04 m, respectively 

p<0.05; Figure 6f). However, no significant difference were found at adult stage between the 

two strains (14.16 m vs 12.58 m; p>0.05; Figure 6f). Regarding the Catwalk experiment, we 

selected and analyzed by this automated system four general gait parameters (run average 

speed, number of steps, regularity index, run maximum variation), and five parameters related 

to the paws (stride length, base of support (BOS), print length, print width and, print area; 

Figures 6g-6i and Supplementary Figures 4f-4h). None general parameters were significantly 

differences between tPA-/- and WT mice at P30 and 8w (Figure 6h). Regarding paw parameters, 

only the stride length for the right front, right hind, left front, and left hind paws, were 

significantly decreased in tPA-/- compared to WT mice at P30 (p<0.05; Figure 6i). There were 

no significant differences between the two genotypes at P30 and 8w for other paw parameters 

(Supplementary Figure 4h). 

Taken together, these data reveal that dysmyelination which occurs in tPA-/- mice leads to 

a delay in walking establishment and gait abnormalities. By walking with a splayed hindlimb 

foot angle, tPA-/- mice displayed a smaller stride length without affecting motor functions. 
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Figure 6 tPA-deficient mice display gait abnormalities. a-b: Ambulation score (a) and 

cumulative ambulation score (b) through early development from P3 to P12 tPA-/- (green) and 

WT (grey) mice. c: Representative photographies showing hindlimb foot angle at P30 in tPA-

/- and WT mice. d: Analysis of hindlimb foot angle at P12 and P30 in tPA-/- (green) and WT 

(grey) mice. e: Representative traces showing 5 min of open-field exploration at P30 (top 

panel) and 8 weeks (bottom panel) in WT and tPA-/- mice. f: Analysis of total distance travelled 

during open field test at P30 and 8w in tPA-/- (green) and WT (grey) mice. g: Schematic 

representation of the paw parameters acquired with the Catwalk system. The base of support 

(BOS), print length (l) and width (w) of the front (F) and hind (H) paws were measured. h-i: 

Comparison tables of the general parameters (h) and stride length measured for all four paws 

(i) between P30 and 8w WT (grey) and tPA-/- (green) mice. RF: right front; RH: right hind; LF: 

left front; LH: left hind. n=8 per genotype. Graphs show mean ± SD. ** p<0.005 ; *** p< 0.001 ; 

****p<0.0001 vs WT mice. Kolmogorov-SŵiƌŶoǀ͛s test foƌ ;aͿ aŶd MaŶŶ-Whitney U tests for 

(b, d, h, i). 
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Supplementary Figure 4 Neonatal motor tests and catwalk paw parameters do not displayed 

differences between tPA WT and tPA-/- mice. a-b: Analysis of duration time (a) and number 

of fails (b) in negative geotaxis test. c-d: Analysis of duration time (c) and number of fails (d) 

in righting reflex. e: Body weight follow-up. f: Analysis of frontpaws (left panel) and hindpaws 

(right panel) BOS in P30 and 8w WT (grey) and tPA-/- (green) mice. g-h: Comparison tables of 

BOS (g) and print areas (left), print width (middle) and print length (right; h) measured for all 

four paws between P30 and 8w WT (grey) and tPA-/- (green) mice. RF: right front; RH: right 

hind; LF: left front; LH: left hind. n=8 per genotype. Graphs show mean ± SD. P>0.05; Mann-

Whitney U tests.  
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Discussion 

This present study reports the effects of tPA on differentiation, myelin compaction and 

its functional repercussion during development. By investigating the spatiotemporal 

distribution of tPA expression in spinal cord oligodendrocytes, we revealed that tPA 

expression is transient during development with a strong peak at the stage of active 

myelination (P15). During this period, tPA is almost exclusively found in myelinating 

oligodendrocytes (CNP, MBP, PLP and MOG cells). Furthermore, a tPA-deficiency delays 

oligodendrocyte differentiation from OPCs towards the myelinating stage. Then, by electron 

microscopy, we demonstrated that the absence of tPA ensue to a severe default of myelin 

compaction related to ultrastructure abnormalities (in the intraperiodic line, node of Ranvier). 

While neuroimaging study on white matter tractography and motor evoked potentials do not 

reveal discrepancies between tPA-/- and their control littermates, a delay in ambulation and 

gait abnormalities were identified in tPA-/- mice. Thus, these data provide the first description 

of a role of tPA in oligodendrocyte differentiation and myelination processes with functional 

consequences and tPA-deficient mice can be considered as a new animal model to dissect 

developmental dysmyelination. 

Role of tPA in oligodendrocyte differentiation 

We describe here that the number of oligodendrocytes immunopositive for tPA 

increase during active developmental myelination and become rare in adult stage. We also 

revealed that tPA is associated with myelinating oligodendrocytes. These data are in 

agreement with a recent transcriptomic study reporting that gene of tPA (Plat) is mainly 

expressed in newly formed, myelin forming oligodendrocytes (NFOL2, MFOL and MOL2; 

Marques et al., 2016). These data show that this serine protease can be an important factor 
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for OPCs differentiation and myelination processes. Accordingly, we identified in a region- and 

time- dependent manner, a delay in OPCs differentiation into myelinating oligodendrocytes. 

From E17 to P0, while OPCs (Olig2+/PDGFRα+ cells) are found in higher proportion in tPA-/- 

compared to tPA-WT mice, the proportion of myelinating oligodendrocytes (MBP+ 

immunostaining) is decreased. This delay in differentiation is caught up at postnatal stages. 

OPCs proliferate and differentiate to form mature oligodendrocytes through a tightly 

regulated process underlying important gene expression modifications, which are in turn 

subject to extrinsic and intrinsic regulatory signals (Emery & Lu, 2015). We can hypothesize 

that this delayed differentiation can be a result of postponed OPCs migration. Indeed, we 

previously demonstrated that migration of OPCs could be delayed in tPA-deficient mice during 

development without any influence on OPCs proliferation (Leonetti et al., 2017). Thus, 

delayed migration could maintain an OPCs phenotype due to various factors present in their 

environment. Although molecular mechanisms underlying this differentiation are not fully 

understood, we can also suggest that tPA act on a transcriptional activation program for OPCs 

differentiation. This should be addressed in future investigations.  

tPA is important for myelin compaction 

A notable result is that in the two strains of tPA-deficient mice, a severe split of the 

myelin sheath occurs. In addition, we observed that in one strain (tPA-/-) axonal circularity 

index is decreased without affecting g-ratio whereas in the other strain (tPANull), only the g-

ratio is modified and none significant modification was detected in the axonal circularity index 

comparatively to their respective control animals. As the distribution of myelinated axons 

related to the axonal diameter is similar between the two genotypes, we can suggest that this 

axonal diameter does not influence ensheathment and myelin compaction defect in our 
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models. These results were obtained in the spinal CST and more precisely in the cervico-

thoracic region. Ongoing experiments will determine whether it is a specific region phenotype 

or if it can be apply to several white matter regions such as in the corpus callosum and 

cerebellum.  

Establishment of the MDL, or the double IPL is a critical step in the myelin compaction 

and a default in this process can lead to uncompacted myelin (Snaidero & Simons, 2017). In 

this way, we analyzed the lamellar myelin ultrastructure. In tPA-deficient mice we observed 

normal MDL and intermittent IPL with a wider interlamellar space compared to control mice. 

So, this abnormality reveals that tPA is an important factor for myelin compaction by 

promoting the correct apposition of the external surfaces of adjacent lamellae. PLP protein is 

crucial to acquire a compact myelin sheath and to maintain the stability of extracellular 

leaflets of ŵyeliŶ ŵeŵďƌaŶe ďy aĐtiŶg like a ͞zippeƌ͟ (Klugmann et al., 1997). The lack or 

mutations of the plp gene in several species lead to variable ultrastructural abnormalities of 

the IPL and can result in dysmyelinating disorders such as Pelizaeus-Merzbacher disease 

(PMD) and spastic paraplegia type 2 (SPG2) in humans (Boison & Stoffel, 1994; Klugmann et 

al., 1997; Griffiths et al., 1998; Yool et al., 2002). Interestingly, each plp1- mutant mice display 

specific ultrastructural features able to mimick each subtype of PMD. In the present study, we 

identified that each strain of tPA-deficient mice display particular myelin morphologic 

alterations suggesting that tPA-deficient mice can be a relevant model to study developmental 

dysmyelinating disorder. 

The mechanism by which tPA influences myelin compaction or differentiation is also 

an intriguing question. tPA is a serine protease composed of five functional domains through 

which it interacts with different proteins, and receptors (Chevilley et al., 2015). We can 
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suggest that these effects are not mediated via EGFR, LRP1 or BDNF due to their rare presence 

in myelinating oligodendrocyte lineage (Marques et al., 2016; personal observations). 

Although these molecular mechanisms are not yet identified, several hypotheses can be 

stated. 1) One explanation could be that tPA interact with oligodendrocytic NMDAR leading 

to several signalling pathways activation (Nicole et al., 2001; Lundgaard et al., 2013; Lesept et 

al., 2016). 2) Another explanation could be related to endoplasmic reticulum (ER) stress. In 

plp1mutants, the underlying mechanisms to myelin sheath abnormalities are not fully 

understood but some studies reported that perturbation in PLP incorporation into myelin are 

due to an alteration of protein trafficking and ER stress (Lin & Popko, 2009; Inoue, 2017, 2019). 

Interestingly, we previously shown that tPA is able to decrease ischaemia-induced ER stress in 

a specific model of neuronal death (Louessard et al., 2017). Here, we can suggest that lack of 

tPA modify ER stress leading to an altered protein trafficking subsequent to an altered PLP 

incorporation into myelin sheath and so an intermittent IPL. 3) A recent study presents a 

model in which the apposition and adhesion of extracellular adjacent lamellae of myelin 

requires a loss of repulsive forces. These latter are generated by the presence of glycocalix 

components in extracellular space of two adjacent myelin leaflets (Bakhti et al., 2013). 

Glycocalix is a network of proteoglycans, glycoproteins and glycolipids. We previously shown 

that tPA can activate ADAMTS-4 (type 4 disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs), an endogenous metalloproteinase known to degradate CSPGs 

(chondroitin sulfate proteoglycans; Lemarchant et al., 2014). Consequently, the lack of tPA 

would lead to a non-degradation of CSPGs in the extracellular space of two myelin leaflets. 

Thus, glycocalyx would not be removed and PLP proteins could not maintain its adhesiveness 

in myelin sheaths. Further studies will help us to define the molecular mechanisms by which 
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tPA influence myelin compaction and whether tPA act on myelination via a cell-autonomous 

process.  

The lack of tPA leads to gait abnormalities without motor deficits 

In the present study, we revealed a delay in crawling/walking transition and gait 

abnormalities without affecting locomotor activity. However, in our transgenic model, 

conduction time measured by MEPs and DTI parameters (fibers volume, FA and MD) are not 

affected. Data from tractography analyses in PMD patients are controversial. While some 

studies do not show any differences in several brain regions between patients and controls, 

other ones reported detectable variations in FA in PMD (Laukka et al., 2014; Sarret et al., 

2018). Our non-significant results could be explained by the sample size and the sensitivity of 

MRI for detecting WM alteration in mice spinal cords. Further tractography experiments on 

other central regions will be also relevant. We highlighted tPA-/- mice displayed a larger 

hindlimb foot angle compared to WT mice without affecting locomotor activity (measured by 

behavioral tests and MEPs). Since, gait disorders have also been found in dysmyelinating 

diseases (Tsuji, 2007), this data reinforces the fact that tPA-deficient mice can be a relevant 

model for studying dysmyelination. Motor circuits maturation is complex and involves both 

central and peripheral processes such as reflexes, precise synaptic control of motoneurons 

and/or interneurons (Heyser, 2003; Alvarez et al., 2013). We can also hypothesize that gait 

alterations are due to sensitive problems. In order to better understand behavioral features 

of our model, further electrophysiological experiments at a cellular level and somatosensory 

evoked potentials will be relevant.  

Overall, we demonstrated that tPA influences myelination processes. This serine 

protease is expressed in myelinating oligodendrocytes and is required to properly 
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differentiate oligodendrocytes and ensheath myelin. Accordingly, the lack of tPA lead to gait 

deficits suggesting that this model can be considered as a new dysmyelinating animal model.  

While this model need to be fully elucidated it will provide new perspectives in the field of 

developmental myelination. 
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113 Discussion 

1 Synthèse des résultats 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons tout d͛aďoƌd ĠtudiĠ la ĐiŶĠtiƋue d͛eǆpƌessioŶ du 

tPA i) au cours de développement de la moelle épinière et, ii) dans la lignée oligodendrocytaire. 

Nous avons ainsi pu assoĐieƌ l͛eǆpƌessioŶ de tPA auǆ oligodeŶdƌoĐǇtes ŵǇĠliŶisaŶts et ŵoŶtƌeƌ 

que son expression était corrélée avec la mise en place de la myélinisation. Nous avons, par la 

suite, ĠtudiĠ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs les deƌŶiğƌes Ġtapes de la ŵǇĠliŶisatioŶ ;i.e. la 

diffĠƌeŶĐiatioŶ des oligodeŶdƌoĐǇtes, l͛eŶƌouleŵeŶt et la ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶeͿ. 

Dans notre modèle de souris déficientes en tPA (tPA-/-), nous avons observé aux stades tardifs 

du développement embryonnaire (E17-E19), un retard de différenciation des OPCs/pré-

oligodendrocytes vers un phénotype myélinisant. Nous avons également observé, au stade 

post-Ŷatal Pϭϱ, uŶ dĠfaut de ĐoŵpaĐtioŶ de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe ƌĠsultaŶt d͛uŶe ŵauǀaise 

apposition des lamelles externes. En utilisant une deuxième lignée de souris déficientes pour 

le tPA (tPANull), nous avons confirmé ce défaut de compaction. Cependant, les deux lignées 

présentent un profil dysmyélinique plus ou moins sévère, suggérant des conséquences 

fonctionnelles. Ainsi, ces études ont montré un retard dans la mise en place de la marche 

aĐĐoŵpagŶĠ d͛uŶ tƌouďle de la dĠŵaƌĐhe saŶs dĠfaut d͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe Đhez les souƌis tPA-

/-. AuĐuŶes aŶoŵalies de la ŵiĐƌostƌuĐtuƌe de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe dĠteĐtaďles à l͛IRM, Ŷi de 

différence de réponse des potentiels ĠǀoƋuĠs ŵoteuƌs Ŷ͛oŶt ĠtĠ ƌetƌouǀĠes. 

2 Le tPA et le processus de myélinisation 

Le pƌeŵieƌ oďjeĐtif de Đette thğse a ĠtĠ d͛Ġtudieƌ la ĐiŶĠtiƋue d͛eǆpƌessioŶ du tPA au Đouƌs 

du développement de la moelle épinière. Celle-ci Ŷ͛avait été observée que de E13 à P0 (Leonetti 

et al., 2017). Cependant, son expression à d͛autƌes stades Ŷ͛oŶt jamais été décrit chez la souris. 

2.1 Le tPA et la spécification oligodendrocytaire 

La plaque du plancher est une structure importante, impliquée dans la spécification des 

cellules souches neurales ventrales. En effet, les cellules de la plaque du plancher sécrètent à 

ce stade un facteur morphogénique, la Shh. Le gradient de concentration de ce celui-ci est 

ĐƌuĐial pouƌ dĠfiŶiƌ l͛ideŶtitĠ phĠŶotǇpiƋue des pƌogĠŶiteuƌs Ŷeuƌauǆ ;Bƌiscoe & Small, 2015). 

Grâce à une étude immunohistochimique, nous avons pu détecter du tPA au sein des cellules 

de la plaque du plancher au stade E11 (Figure 42 a). AfiŶ de s͛assuƌeƌ de la ďoŶŶe ŵise eŶ plaĐe 

de la lignée oligodendrocytaire entre les souris sauvages et déficientes en tPA, nous avons 
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analysé la formation des domaines les plus ventraux du tube neural. L͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ de 

transcription Nkx2.2 est uniquement retrouvée dans le domaine p3, qui génère des 

interneurones de type V3. Les pƌogĠŶiteuƌs du doŵaiŶe pMN, soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ l͛eǆpƌessioŶ 

du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ OligϮ et gĠŶğƌeƌoŶt les OPCs. L͛aďseŶĐe d͛uŶe diffĠƌeŶĐe 

significative dans le nombre de cellules Olig2+ et Nkx2.2, à E11 et à E13, entre les souris 

sauvages et déficientes en tPA, suggère que le tPA ne joue pas un rôle majeur dans la mise en 

place des cellules souches neurales (Figure 42 b-d).  

 

Figure 42 L'expression de tPA est retrouvé très tôt au cours du développement embryonnaire au niveau de la moelle épinière.  
Photomicrographies représentatives de l'expression de Shh (gris) et de tPA (bleu) au niveau de la plaque du plancher (fp) à E11 

;aͿ. PhotoŵiĐƌogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes de l͛eǆpƌessioŶ du ŵaƌƋueuƌ OligϮ ;ĐǇaŶͿ dĠfiŶissaŶt le doŵaiŶe des pƌogĠŶiteuƌs des 
motoneurones (pMN) et du marqueur Nkx2.2 (rouge) définissant le domaine p3 à E11 (panel du haut) et E13 (panel du bas) 

entre des souris sauvages (wild-type ; gris) et déficientes en tPA (tPA-/-, vert) ; fp : floor plate ou plaque du plancher (b). Barres 

d͛ĠĐhelles ϮϬ µŵ. AŶalǇse du nombre de cellules Olig2+ à E11 et E13 chez les souris sauvages (gris) et tPA-/- (vert ; c). Analyse 

du nombre de cellules Nkx2.2+ à E11 et E13 chez les souris sauvages (gris) et tPA-/- (vert ;d). 

 

2.2 Expression du tPA dans les oligodendrocytes 

L͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ d͛oligodendrocytes fut décrite pour la première fois en 2011 

(Correa et al., 2011). Cependant, le sous-tǇpe d͛oligodeŶdƌoĐǇte assoĐiĠ à soŶ eǆpƌessioŶ Ŷ͛a 

jamais été étudié. Nous avons donc cherché à déterminer quelle(s) population(s) 

d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaieŶt du tPA. GƌâĐe à uŶe Ġtude iŵŵuŶohistoĐhiŵiƋue, Ŷous aǀoŶs 

pu montrer une expression spécifique du tPA au sein des oligodendrocytes 

myélinisants/matures (CNP+, MBP+, PLP+ et MOG+). Nous aǀoŶs oďseƌǀĠ l͛appaƌitioŶ de 

l͛eǆpƌessioŶ de tPA paƌ les oligodeŶdƌoĐǇtes de façoŶ ĐoŶĐoŵitaŶte paƌ ƌappoƌt à la ŵise eŶ 

place de la gaine de myéline dans la moelle épinière en développement chez la souris. La 

proportion de cellules oligodendrocytaires exprimant du tPA augmente au moment où la 
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ŵǇĠliŶisatioŶ s͛iŶteŶsifie, pouƌ atteiŶdƌe uŶ piĐ à Pϭϱ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la phase active de la 

myélinisation. Puis, au stade adulte, seul uŶ faiďle Ŷoŵďƌe d͛oligodeŶdƌoĐǇtes tPA+ est 

retrouvé. De Đes oďseƌǀatioŶs, Ŷous aǀoŶs fait l͛hǇpothğse d͛uŶ ƌôle du tPA daŶs les pƌoĐessus 

de myélinisation. 

Peu de sérine protéases ont été décrites dans la lignée des cellules oligodendrocytaires. 

Nous pouǀoŶs ƌĠfĠƌeŶĐeƌ paƌŵi elles l͛aĐtiǀateuƌ du plasŵiŶogğŶe de tǇpe uƌokiŶase ou uPA 

(urokinase plasminogen activator). Une étude a montré que les oligodendrocytes du cervelet 

de rat expriment de façon transitoire cette sérine protéase au cours du développement (Dent 

et al., 1993). Les oligodeŶdƌoĐǇtes ĐoŵŵeŶĐeŶt à eǆpƌiŵeƌ l͛uPA eŶtƌe PϭϬ et P14. Puis, une 

foƌte ďaisse d͛eǆpƌessioŶ est oďseƌǀĠe à PϮϴ et auĐuŶ oligodeŶdƌoĐǇte iŵŵuŶoŵaƌƋuĠ pouƌ 

l͛uPA Ŷ͛est ƌetƌouǀĠ à Pϱϲ ;DeŶt et al., 1993). De manière intéressante, cette période 

correspond à la fin de la myélinisation du cervelet chez le rat (Matthews & Duncan, 1971; 

KNAPP & SKOFF, 1991). Nous pouvons également souligner, que ce profil présente de forte 

ressemblance à celui retrouvé dans notre étude.  

Une autre sérine protéase exprimée au sein des cellules oligodendrocytaires a été décrite 

Đhez la souƌis. Il s͛agit de la kallikƌĠiŶe ϲ, ĐoŶŶue ĠgaleŵeŶt sous le Ŷoŵ de M/ŶeuƌosiŶ. Les 

auteuƌs ƌappoƌteŶt l͛eǆpƌessioŶ d͛ARNŵ de la kallikréine 6 dans les oligodendrocytes CNP- et 

NG2-positifs dans la moelle épinière au stade adulte (Figure 43 ; Terayama et al., 2005). 

 

 

Figure 43 L͛eǆpƌessioŶ des ARNm codants pour la M/neurosin est associée aux oligodendrocytes CNP et NG2 positifs. 
VisualisatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des ARNŵ ĐodaŶts pouƌ la M/ŶeuƌosiŶ ;eŶ ŵaƌƌoŶ foŶĐĠͿ, ĐoŵďiŶĠe à l͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs 
oligodendrocytaires CNP (en rouge, A) et NG2 (en rouge, B) dans la moelle épinière de souris adulte (Terayma et al., 2005). 

 

Notre Ġtude est aujouƌd͛hui, à Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe, la seule à rapporter le ƌôle d͛uŶe sĠƌiŶe 

protéase dans les processus de myélinisation développementale. Les doŶŶĠes de l͛Ġtude 

transcriptomique de Marques et ses collaborateurs en 2016 montrent la prédominance de 

l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe Plat dans les oligodendrocytes nouvellement formés (NFOLS) et 

myélinisants (MFOLs) au cours du développement (Figure 44). En comparaison, le gène codant 
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l͛uPA : Plau, est retrouvé au sein des NFOLs et MFOLs, mais en faible quantité. Pour ce qui est 

de Klk6, il est majoritairement présent dans les oligodendrocytes matures (MOL1-5 ; Figure 44). 

 

Figure 44 Expression des transcrits de trois sérine protéases au sein de la lignée oligodendrocytaire. 
Les gènes Plat (panel de gauche), Plau (panel du milieu) et Klk6 ;paŶel de dƌoiteͿ ĐodaŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt pouƌ le tPA, l͛uPA et 
la kallikréine 6 sont majoritairements retrouvés dans les oligodendrocytes myélinisants ou matures. 

https://linnarsson.com/oligodendrocytes (Marques et al., 2016). 

 

2.3 tPA, un nouvel acteur de la myélinisation 

2.3.1 Différenciation oligodendrocytaire 

Notre étude immunohistochimique a permis de mettre en évidence que la différenciation 

des OPCs/pré-oligodendrocytes vers un stage oligodendrocytes myélinisants était retardée 

durant le développement embryonnaire chez les souris tPA-/-. 

AfiŶ d͛ideŶtifieƌ les effets du tPA suƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ oligodeŶdƌoĐǇtaiƌe, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ 

des Đultuƌes pƌiŵaiƌes d͛OPCs de rats que nous avons traités avec différentes concentrations 

de tPA ;pƌotoĐole d͛apƌğs LeoŶetti et al., 2017). Partant du principe que la complexité 

ŵoƌphologiƋue des Đellules est le ƌeflet d͛uŶe diffĠƌeŶĐiatioŶ ǀeƌs uŶ stade ŵatuƌe, Ŷous aǀoŶs 

basé notre méthode de quantification sur ce critère (Barateiro & Fernandes, 2014). Nous avons 

ainsi catégorisé les cellules selon 4 classes (Figure 45).  

 

Figure 45 Caractérisations morphologiques des cellules de la lignée oligodendrocytaire in vitro.   
Photomicrographies en contraste de phase représentatives de chaque catégorie. La catégorie 1 regroupe des cellules bipolaires 

ou avec peu de prolongements sans ramifications. Dans la catégorie 2, les cellules présentent plusieurs prolongements et des 

ramifications primaires. La catégorie 3 correspond aux cellules qui possèdent des ramifications secondaires et tertiaires et 

eŶfiŶ la ĐatĠgoƌie ϰ ĐoŵpƌeŶd les Đellules aǇaŶt uŶe ƌaŵifiĐatioŶ tƌğs dĠǀeloppĠe et/ou ďieŶ la pƌĠseŶĐe d͛uŶe jupe de ŵǇĠliŶe. 
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Notre étude in vitro, Ŷ͛a ŵoŶtƌĠ auĐuŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe concernant les proportions 

de cellules dans chacune des catégories entre la condition contrôle et les conditions traitées au 

tPA (1 et 10µg/mL ;Figure 46 a). De plus, nous avons effectué un immunomarquage anti-MBP 

afiŶ de ǀisualiseƌ la pƌopoƌtioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵǇĠliŶisaŶts/ŵatuƌes. AuĐuŶe diffĠƌeŶĐe 

significative Ŷ͛a ĠtĠ ƌetƌouǀĠe ĐoŶĐeƌŶaŶt la proportion de cellules Olig2+/MBP+ sur le nombre 

total d͛OligϮ+ (Figure 46 b). 

 

Figure 46 Quantification des oligodendrocytes selon des critères morphologiques ou immunocytochimiques. 
Quantification des oligodendrocytes selon leur critère morphologique dans la condition contrôle, traitée au tPA (1µg/ml) et 

tPA (10µg/mL), N=3 cultures indépendantes (a). Quantification du nombre de cellules Olig2+/MBP+ suƌ le Ŷoŵďƌe total d͛OligϮ+ 

dans la condition contrôle (gris), traitée au tPA (1µg/mL, bleu clair ou 10µg/mL, bleu foncé), N=3 cultures indépendantes, (b). 

 

N͛aǇaŶt pas pu identifier d͛effet du tPA sur la différenciation des oligodendrocytes, nous 

Ŷous soŵŵes iŶteƌƌogĠs suƌ la ǀaliditĠ de Ŷotƌe ŵĠthode de ƋuaŶtifiĐatioŶ. Pouƌ s͛assuƌeƌ de 

sa roďustesse, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ d͛utiliseƌ uŶ faĐteuƌ ĐoŶŶu pouƌ faǀoƌiseƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ 

oligodendrocytaire : la triio-L-thyronine (T3). Nous avons ainsi pu mettre en évidence une 

différenciation des cellules vers un phénotype mature (catégorie 4) dans la condition traitée 

avec la T3 (Figure 47). CepeŶdaŶt, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs à nouveau pas pu mettre en évidence un effet 

du tPA sur ce paramètre (Figure 47). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce résultat.  
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Figure 47 La triiodothyronine favorise la différenciation des oligodendrocytes in vitro. 
Quantification des oligodendrocytes selon leur critère morphologique dans la condition contrôle (blanc), traitée au tPA 

(10µg/mL : bleu) et T3 (rouge), N=3 cultures indépendantes. 

 

Dans notre modèle in vivo, nous avons mis en évidence que les cellules oligodendrocytaires 

exprimaient du tPA à un moment concomitant avec la myélinisation, suggérant que le tPA 

endogène exercerait un effet sur ces cellules. Or dans notre modèle in vitro, nous avons réalisé 

des traitements de tPA. Le tPA exogène pourrait donc ne pas agir sur le processus de 

différenciation. Deuxièmement, notre étude in vivo a été réalisée sur du tissu murin. En 

revanche, nos études in vitro, ont été réalisées sur des cellules issues de rat. La divergence des 

effets du tPA pouƌƌait aussi s͛eǆpliƋueƌ suƌ le fait Ƌue les Đellules issues d͛espğĐes diffĠƌeŶtes 

ne répondent pas de la même manière à ce facteur, malgré leur phylogénie proche. Chez la 

souris, nous retƌouǀoŶs l͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ de Đes Đellules dğs le stade PϬ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, 

Ŷous Ŷe ƌetƌouǀoŶs pas d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaŶt du tPA Đhez le ƌatoŶ à PϬ, aloƌs Ƌu͛il est 

retrouvé au sein des cellules endothéliales et dans les cellules bordant le canal épendymaire 

(Figure 48 a-bͿ. La ĐiŶĠtiƋue d͛eǆpƌessioŶ du tPA est doŶĐ diffĠƌeŶte eŶtƌe Đes deuǆ espğĐes et 

pourrait expliquer nos résultats. 

 

Figure 48 L͛eǆpƌessioŶ de tPA Ŷ͛est pas assoĐiĠe auǆ oligodeŶdƌoĐǇtes à PϬ Đhez le ƌatoŶ. 
PhotoŵiĐƌogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes ŵoŶtƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ de tPA ;ĐǇaŶͿ daŶs les Đellules ďoƌdaŶt le ĐaŶal ĠpeŶdǇŵaiƌe ;EC; 

a) et dans les vaisseaux sanguins (b). Aucune cellule Olig2+ ;ƌougeͿ Ŷ͛est assoĐiĠe au ŵaƌƋuage tPA, DAPI ;ďlaŶĐ). 
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Des expériences in vitro d͛OPCs ŵuƌiŶes pouƌƌaieŶt Ŷous peƌŵettƌe de ƌĠpoŶdƌe à Đette 

ƋuestioŶ. Nous pouƌƌioŶs tout d͛aďoƌd eŶǀisageƌ de ƌepƌoduiƌe les eǆpĠriences précédentes 

avec les souris tPA-WT et tPA-/- et de comparer la différenciation oligodendrocytaire chez ces 

deux souches grâce aux caractéristiques morphologiques et immunocytochimiques. Afin 

d͛Ġǀalueƌ s͛il s͛agit d͛uŶ effet stƌiĐteŵeŶt autoĐƌiŶe et de s͛affƌaŶĐhiƌ de l͛iŶflueŶĐe de 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt daŶs leƋuel les Đellules oŶt ĠǀoluĠ aǀaŶt isolatioŶ, Ŷous pouƌƌioŶs utiliseƌ uŶ 

système qui permet de cibler spécifiquement les oligodendrocytes. Ainsi, nous pourrions par 

exemple utiliser la lignée tPAfl/fl, isoler les oligodendrocytes et induire in vitro la délétion du tPA 

avec des vecteurs adénoviraux exprimant la Cre-recombinase. 

Enfin, nous nous sommes demandés si notre modèle de culture était le plus approprié pour 

répondre à notre question. Bien que les cellules acquièrent une morphologie complexe dans 

Đe ŵodğle et dĠǀeloppeŶt uŶe jupe de ŵǇĠliŶe, Đes deƌŶiğƌes soŶt daŶs l͛iŶĐapaĐitĠ d͛eŶƌouleƌ 

leuƌ pƌoloŶgeŵeŶt et d͛eŶtaŵeƌ les deƌŶieƌs pƌoĐessus de diffĠƌeŶĐiatioŶ. Il faudƌait aloƌs 

eŶǀisageƌ d͛utiliser un modèle de culture dit myélinisante, comme la co-culture neurones/OPCs 

ou ďieŶ eŶĐoƌe des ŶaŶofiďƌes, afiŶ de peƌŵettƌe auǆ Đellules d͛eŶƌouleƌ leuƌs pƌoloŶgeŵeŶts 

et de former une gaine de myéline. Nous avons mis au point le protocole de culture 

myélinisantes sur nanofibres et quantifié le processus de différenciation. Nous avons pu 

distinguer trois profils différents : cellules avec de nombreuses ramifications/jupe de myéline 

ŵais Ŷ͛aǇaŶt pas ĐoŵŵeŶĐĠ le pƌoĐessus d͛eŶƌouleŵeŶt ;Figure 49 a) ; cellules ayant entamer 

le pƌoĐessus d͛eŶƌouleŵeŶt et pƌĠseŶĐe de ponctuations de marquage MBP (Figure 49 b) ; 

Đellules aǇaŶt fiŶi le pƌoĐessus d͛eŶƌouleŵeŶt et pƌĠseŶĐe de ŵaƌƋuage de MBP le loŶg des 

prolongements (Figure 49 c).  
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Figure 49 Profil de différenciation des oligodendrocytes dans un modèle in vitro en présence de nanofibres. 
Photogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes des diffĠƌeŶtes ĐatĠgoƌies d͛oligodeŶdƌoĐǇtes pouvant être retrouvées dans une culture « 

myélinisante » en présence de nanofibres. Les cellules (en bleu, DAPI) exprimant fortement le marqueur CNP (en gris) et 

faiďleŵeŶt MBP ;ŵaƌƌoŶͿ, pƌĠseŶteŶt uŶe foƌte ƌaŵifiĐatioŶ ŵais Ŷ͛eŶtaŵeŶt pas le pƌoĐessus d͛eŶƌouleŵeŶt ;aͿ. La pƌĠseŶĐe 
de ponctuas de MBP sont retrouvés le long des prolongements enroulés autour des nanofibres (b). Une fois le processus 

d͛eŶƌouleŵeŶt aĐheǀĠ, les Đellules eǆpƌiŵeŶt plus foƌteŵeŶt MBP ;ĐͿ. 

 

Le retard de différenciation observé in vivo chez les souris déficientes en tPA, pourrait 

également s͛eǆpliƋueƌ paƌ le retard de migration observé dans cette souche. En effet, dans son 

étude de 2017, Leonetti et ses collaborateurs ont montré que la migration des OPCs depuis le 

domaine pMN vers la corne ventrale était retardé. Ainsi, les cellules atteignent leur position 

finale plus tardivement et entamerait leur différenciation vers des stades plus matures plus 

tardivement.  

 

2.3.2 Profil de myélinisation des souris déficientes en tPA 

 

Nous aǀoŶs Đhoisi d͛Ġtudieƌ l͛ultƌastƌuĐtuƌe de la gaiŶe de ŵǇĠliŶe au stade Pϭϱ. C͛est à Đet 

âge Ƌue Ŷous ƌetƌouǀoŶs la plus gƌaŶde pƌopoƌtioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaŶt du tPA 

(Figure 50Ϳ. ÉtaŶt doŶŶĠ Ƌue la phase aĐtiǀe de la ŵǇĠliŶisatioŶ s͛opère à cette étape du 

dĠǀeloppeŵeŶt, l͛aŶalǇse s͛est poƌtĠe suƌ le tƌaĐtus ĐoƌtiĐospiŶal ;CSTͿ Ƌui deǀieŶt ŵǇĠliŶisĠ à 

ce stade chez les rongeurs (Figure 50 ; Matthews &Duncan, 1971).  
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Figure 50 Photomicrographies représentatives du cordon dorsal de la moelle épinière à P15. 
PhotoŵiĐƌogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes du ĐoƌdoŶ doƌsal de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe à Pϭϱ, ŵoŶtƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ de tPA (bleu) associée 

au marqueur CNP (gris). Le tractus corticospinal (CST ; pointillé jaune) présente un marquage moins intense que les autres 

régions du cordon dorsal, reflétant une myélinisation plus tardive. 

 

Nous avons pu mettre en évidence un profil de myélinisation du CST différent entre les souris 

sauvages et les souris tPA-/-. Chez les souris déficientes en tPA, les axones myélinisés présentent 

une compaction de la myéline altérée. Les défauts de compaction des lamelles de myéline 

peuvent résulteƌ d͛uŶ dĠfaut de foƌŵation i) de la ligne dense majeure ou ii) de la double ligne 

iŶtƌapĠƌiodiƋue. GƌâĐe à l͛oďseƌǀatioŶ à foƌt gƌossisseŵeŶt, Ŷous aǀoŶs pu ĐoŶstateƌ Ƌue la 

double ligne intrapériodique était malformée, voire absente en certains endroits chez les souris 

tPA-/- . La staďilisatioŶ de l͛IDL est assuƌĠe paƌ la pƌotĠiŶe PLP, qui joue un rôle de « zip ». Ainsi, 

daŶs des ŵodğles de souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ PLP, la foƌŵatioŶ de l͛IDL se tƌouǀe ĠgaleŵeŶt 

altérée (Figure 51; Yool et al., 2002). 

 

 
Figure 51 La ligne intrapériodique est altérée chez le souris déficientes en PLP. 
Photomicrographies électroniques montrant la présence régulière de MDL et IPL chez les souris sauvages (WT ; A). 

Photomicrographies électroniques montrant la présence de lignes denses majeures (MDL) et la présence intermittente de la 

ligne intrapériodique (IPL) chez les souris déficientes PLP (Plp-/y Ϳ. LoƌsƋue l͛IPL est aďseŶte, les laŵelles de ŵǇĠliŶe soŶt ŵoiŶs 
compactées ;BͿ. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 0.05 µm ; Yool et al., 2002. 

 

 

De nombreuses mutations non ciblées dans la lignée de souris déficientes tPA -/- ont été 

rapportées (Szabo et al., 2016). AfiŶ de s͛assuƌeƌ Ƌue les dĠfauts de ĐoŵpaĐtioŶ soieŶt ďieŶ la 

CST

tP
A

C
N

P

P15

A B



 

 

Discussion 122 

ƌĠsultaŶte de l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ de tPA et ŶoŶ la ĐoŶsĠƋueŶĐe d͛uŶe altĠƌatioŶ d͛uŶ autƌe 

gène, nous avons décidé de confirmer ces résultats dans une deuxième lignée de souris 

déficientes en tPA : tPANull. Nous avons pu observer également un profil dysmyélinique dans 

cette lignée, cependant ce dernier est plus discret. Et de la même façon, nous retrouvons un 

dĠfaut au Ŷiǀeau de l͛IPL. Ainsi, étant donné que deux lignées de souris déficientes en tPA 

présentent des profils dysmyéliniques différents, nous pensons que ces souches pourraient 

être un bon modèle pour étudier les pathologies dysmyélinisantes.  

Nous Ŷous soŵŵes eŶsuite iŶteƌƌogĠs suƌ l͛ĠǀeŶtuelle pƌĠseŶĐe d͛autƌes aŶoŵalies 

ultrastructurelles dans ces souches. Pour cela, nous avons ĐoŵŵeŶĐĠ à Ġtudieƌ les Ŷœuds de 

Ranvier. Nos premières observations et nos résultats préliminaires tendent à montrer que la 

loŶgueuƌ des Ŷœuds de RaŶǀieƌ dans les nerfs optiques est plus grande chez nos souris tPA-/-. 

Il en est de même chez les souris tPANull, la loŶgueuƌ des Ŷœuds s͛aǀğƌeŶt eŶ ŵoǇeŶŶe plus 

grande. Par la suite, après avoir complété cette étude, nous aimerions étudier la répartition des 

canaux Nav
 au Ŷiǀeau des Ŷœuds de RaŶǀieƌ, et plus paƌtiĐulièrement la proportion des canaux 

Navϭ.Ϯ ;assoĐiĠs auǆ Ŷœuds iŵŵatuƌesͿ et des ĐaŶauǆ Navϭ.ϲ ;assoĐiĠs au Ŷœuds ŵatuƌesͿ, 

entre nos différentes souches.  

 

CoŵŵeŶt l͛aďseŶĐe de tPA peut-elle modifier la compaction de la myéline ? 

 

Comme nous avons pu le voiƌ daŶs l͛iŶtƌoduĐtioŶ, le tPA est dotĠ de ϱ doŵaiŶes lui 

peƌŵettaŶt d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs. Des doŶŶĠes du laďoƌatoiƌe oŶt ŵis eŶ 

évidence que la propriété pro-ŵigƌatoiƌe du tPA suƌ les OPCs est assoĐiĠe à l͛aĐtiǀatioŶ des 

récepteurs à l͛EGF ;LeoŶetti et al., 2017Ϳ. CepeŶdaŶt, d͛apƌğs l͛Ġtude tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue ŵeŶĠe 

par Marques et collaborateurs, les récepteurs EGFR ne sont pas présents sur les 

oligodendrocytes myélinisants ; Ŷous Ŷ͛aǀoŶs ĠgaleŵeŶt pas ƌetƌouǀĠ d͛iŵŵuŶoŵaƌƋuage 

EGFR sur les oligodendrocytes exprimant du tPA (Figure 52 ; Marques et al., 2016). Le domaine 

Finger du tPA est notamment connu pour son interaction avec les récepteurs LRP, cependant 

ces récepteurs se trouvent enrichis dans les OPCs et non dans les NFOLS et MFOLS ; nous 

Ŷ͛aǀoŶs ĠgaleŵeŶt pas ƌetƌouǀĠ de LRP au Ŷiǀeau des oligodeŶdƌoĐǇtes tPA+ (Figure 52 ; 

Marques et al., 2016). 
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Figure 52 Expression des transcrits et iŵŵuŶoŵaƌƋuages d͛EGFR et LRP.  
ReprésentatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gène Egfr (panel de gauche) et photographies représentatives (panel de droite) de 

l͛eǆpƌessioŶ d͛EGFR ;ƌougeͿ, du tPA ;ďleuͿ daŶs les oligodeŶdƌoĐǇtes ;gƌis, OligϮ ; a). ReprésentatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gène 

Lrp1 ;paŶel de gauĐheͿ et photogƌaphies ƌepƌĠseŶtatiǀes ;paŶel de dƌoiteͿ de l͛eǆpƌessioŶ de LRPϭ ;ƌougeͿ, du tPA ;ďleuͿ daŶs 
les oligodendrocytes (gris, Olig2 ; b). https://linnarsson.com/oligodendrocytes (Marques et al., 2016). 

 

Dans de nombreux modèles de pathologies dysmyélinisantes, un défaut de formation de 

l͛IPL est ƌappoƌtĠ (Thomson et al., 1999; Yool et al., 2002). CeĐi seƌait dû uŶ dĠfaut d͛adƌessage 

de la protéine PLP à la membrane plasmique, à une accumulation de cette protéine dans le 

ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue ;REͿ ƌĠsultaŶt à uŶe aďseŶĐe d͛iŶtĠgƌatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de Đette 

protéine. Les oligodendrocytes doivent synthétiser une forte quantité de protéines de myéline 

via le RE, ce qui rend ces cellules hautement sensibles aux perturbations du RE. Il est bien 

documenté que cette sensibilité accrue contribue à la pathogenèse de diverses pathologies 

dysmyéliniques (Inoue, 2017). Le maintien de la protéostase dans le RE est essentiel pour 

réguler la production des protéines mal repliées de la myéline et le maintien des fonctions des 

oligodendrocytes (Lin & Popko, 2009; Clayton & Popko, 2016; Volpi et al., 2017). AiŶsi, il Ŷ͛est 

pas suƌpƌeŶaŶt Ƌu͛uŶe suractivation du stress du RE soit retrouvée dans plusieurs pathologies 

de la myéline (Inoue, 2017). Le tPA pourrait jouer un rôle non pas dans la production stricte de 

la ŵǇĠliŶe, ŵais plutôt daŶs l͛ageŶĐeŵeŶt ou le tƌafiĐ de la PLP au seiŶ de la ŵeŵďƌaŶe. Nous 

pouvons aussi imaginer que le tPA pourrait moduler la réponse du stress du RE. Des travaux au 

laboratoire ont montré que le tPA pouvait prévenir la suractivation du stress du RE dans un 

modèle de mort neuronale induite par OGD et protégerait ainsi les Đellules d͛uŶe ŵoƌt 

neuronale (Louessard et al., 2017). Nous pourrions donc imaginer dans notre étude que le tPA 

peut moduler la réponse du RE des oligodendrocytes pour aboutir à une myélinisation correcte 

du SNC. Nous pouƌƌioŶs Ġtudieƌ si l͛aďseŶĐe de tPA au seiŶ des oligodeŶdƌoĐǇtes chez nos souris 

tPA-/- et tPANull, présentent une dérégulation du stress du RE menant à une mauvaise régulation 

de la pƌoduĐtioŶ, ou d͛iŶtĠgƌatioŶ de la PLP au seiŶ de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue et pƌoǀoƋueƌait 

aiŶsi uŶe ŵauǀaise foƌŵatioŶ de l͛IPL. 
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Cependant, daŶs ĐeƌtaiŶs ŵodğles de souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ PLP, l͛IDL Ŷe pƌĠseŶte Ƌue des 

défauts subtils (Klugmann, 1997). En 2013, Bahkti et collaborateurs, propose que la propriété 

d'adhésion de la myéline pourrait ne pas nécessiter de forces de verrouillage spécifiques par 

les molécules d'adhésion, mais Ƌu͛elle pourrait dépendre de faibles forces non spécifiques de 

la bicouche lipidique (Bahkti et al., 2013). L'interaction des membranes plasmiques sur de 

longues distances est empêchée par un certain nombre de forces répulsives telles que les 

répulsions stérique et électrostatique générées par les polymères volumineux et chargés du 

glycocalyx. Le glycocalyx, qui recouvre la surface de la plupart des cellules de mammifères, peut 

contrecarrer l'adhésion par répulsions stérique et électrostatique de ces grands polymères 

oligosaccharidiques chargés négativement (Figure 53, Bakhti et al., 2013).  

 

Figure 53 Modèle hypothétique montrant commeŶt l͛ĠliŵiŶatioŶ du glǇĐoĐalǇǆ dĠŵasƋue l͛adhĠsiǀitĠ de la PLP.  
(Bakhti et al., 2013). 

 

De plus, le glycocalyx est composé de protéoglycanes à chondroïtines sulfates (CSPGs). Au 

sein du laboratoire, il a été montré dans un modèle de trauma médullaire que la dégradation 

du Đœuƌ pƌotĠiƋue des CSPGs pouǀait ġtƌe dĠgƌadĠ paƌ le tPA ;LeŵaƌĐhaŶt et al., ϮϬϭϰͿ. Ils oŶt 

pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue le tPA, iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de l͛aĐtivation du plasminogène, dégrade 

les CSPGs ;saŶs l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de la ĐhoŶdƌoïtiŶase ABCͿ via l͛aĐtiǀatioŶ de l͛ADAMTS-4 

(Lemarchant et al., 2014). Cette dernière est une protéase connue pour son interaction avec 

les chaînes glycosylées des CSPGs et induire leur dégradation. De plus, une deuxième étude du 

laboratoire a pu identifier ADAMTS-4 comme un marqueur spécifique des oligodendrocytes 

myélinisants et un nouvel acteur de la myélinisation (Pruvost et al., 2017). Nous pourrions donc 

vérifier si les oligodendrocytes myélinisants co-expriment le tPA et ADAMTS-4. Et envisager que 
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ces deux protéines agissent ensemble à la dégradation du glycocalyx, pouvant ainsi permettre 

le ƌappƌoĐheŵeŶt et l͛appositioŶ des feuillets eǆteƌŶes de la ŵǇĠliŶe. 

Nous avons voulu étudier la quantité de protéines de myéline dans la moelle épinière de 

souƌis sauǀages et dĠfiĐieŶtes eŶ tPA, au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt ;Pϯ à PϮϭͿ. L͛Ġtude Ŷ͛a ƌĠǀĠlĠ 

auĐuŶe diffĠƌeŶĐe du Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes CNP et MBP. Des ǁesteƌŶ-blots ciblant 

la PLP oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs. CepeŶdaŶt, l͛aŶtiĐoƌps utilisĠ Ŷe s͛est pas ƌĠǀĠlĠ ġtƌe adĠƋuat 

pour identifier la présence de cette protéine dans les tissus. En plus de réaliser des western-

blots en utilisant un anticorps anti-PLP différent, nous pourrions réaliser de la microscopie 

corrélative afiŶ de ǀisualiseƌ la pƌĠseŶĐe de la PLP au seiŶ de l͛IPL. 

AfiŶ de dĠĐeleƌ si l͛expression du tPA par les oligodendrocytes myélinisants a un effet 

autocrine, nous sommes actuellement en train de générer une nouvelle lignée de souris 

tPAfl/fl :CNP-Cre, permettant ainsi de supprimer spécifiquement le tPA dans les 

oligodendrocytes myélinisants. Avec cette nouvelle lignée, nous pourrons répliquer nos 

expériences et étudier i) si la différenciation des cellules est impactée, ii) si la formation de la 

gaine de myéline se trouve altérée. De plus, nous avons également prévu de réaliser une étude 

transcriptomique, de single-cell RNASeq (scRNA) chez nos souris sauvages et tPA-/-, afin de 

d͛ideŶtifieƌ le(s) mécanisme(s) et la/les voie(s) où le tPA pourrait être impliqué. 

 

3 tPA et répercussions fonctionnelles  

Nous avons pu montrer que la mise en place de la marche était retardée chez les souriceaux 

tPA-/-. Par la suite, nous avons pu observer un élargissement de l͛aŶgle des pattes arrières dans 

la démarche des souris tPA-/-. Cependant, aucun déficit locoŵoteuƌ Ŷ͛a ĠtĠ ƌĠǀĠlĠ aǀeĐ le test 

de l͛opeŶ field. Au ĐoŶtƌaiƌe, les souƌis pƌĠseŶteŶt uŶe aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe plus aĐĐƌue à PϯϬ 

que les souris sauvages. Dans une récente étude, des résultats similaires ont été observés. En 

effet, à P15, les souris tPA-/- parcourent une distance plus longue (Figure 54 ; Léger et al., 2020). 
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Figure 54 Les souris déficientes en tPA présentent une activité locomotrice accrue à P15.   
QuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe Đhez les souƌis sauǀages et tPA-/- à P15. *p<0.5 et **p<0.01 (J ; Léger et al., 2020). 

 

La mesure des potentiels évoqués moteurs, nous a permis de suivre de façon longitudinale 

les aŶiŵauǆ. Les ƌĠsultats de Đette Ġtude Ŷ͛oŶt ŵoŶtƌĠ auĐuŶe diffĠƌeŶĐe daŶs la ĐoŶduĐtioŶ 

Ŷeƌǀeuse eŶtƌe les deuǆ souĐhes ďieŶ Ƌu͛uŶ dĠfaut de ŵǇĠliŶisatioŶ du CST soit oďseƌǀĠ. La 

latence des PEM recueillis chez les souris tPA-/- Ŷ͛ĠtaŶt pas modifiée, cela renforce nos 

oďseƌǀatioŶs suƌ l͛aďseŶĐe d͛atteiŶtes locomotrices dans cette souche. D͛uŶe paƌt, Ŷous 

pouǀoŶs ĠgaleŵeŶt Ġŵettƌe l͛hǇpothğse de l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ dĠfaut daŶs la ŵise eŶ plaĐe des 

circuits inhibiteurs spinaux chez les souris tPA-/-. Léger et ses collaborateurs ont montré au 

niveau cortical, que la migration des neurones inhibiteurs GABAergic était retardée chez les 

souris tPA-/- (Léger et al., 2020). Nous pourrions donc imaginer que la mise en place de ces 

réseaux soit altérés également dans la moelle épinière. Une étude a évalué la modulation de la 

conduction nerveuse par le GABA dans la moelle épinière chez le rat entre P10 et P17 (Sakatani 

et al., 1991). Les ŵesuƌes des poteŶtiels d͛aĐtioŶ ĐoŵposĠs ;compound action potential ou 

CAPͿ oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs suƌ des segŵeŶts isolĠs du ĐoƌdoŶ doƌsal. Ils oŶt pu ŵoŶtƌeƌ, Ƌu͛à foƌte 

concentration, le GABA augmente la latence ; et inversement, à faible concentration, il la 

décroît (Sakatani et al., 1991). Nous pouvons retenir de cette expérience, que le GABA permet 

de ralentir la vitesse de conduction. Bien que les souris tPA-/- présentent un profil dysmyélinique 

nous pouvons imaginer alors que la conduction nerveuse ne se trouve pas modifiée de par 

l͛aďseŶĐe de sigŶauǆ iŶhiďiteuƌs. 

 D͛autƌe part, nous pourrions envisager que les troubles de la marche pourraient être due à 

une atteinte des voies sensitives. En effet, bien que le tractus corticospinal soit connu pour être 

la voie descendante majeure contrôlant la motricité, nous savons égalemeŶt Ƌu͛elle paƌtiĐipe 

aux voies sensitives (Lemon, 2008). Par conséquent, il serait intéressant de mesurer les 
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poteŶtiels ĠǀoƋuĠs soŵesthĠsiƋues ;PESͿ afiŶ de s͛assuƌeƌ de l͛iŶtĠgƌitĠ de Đes ǀoies daŶs Ŷos 

deux souches et de réaliser des tests mesurant la sensibilité des souris tPA-/-, comme par 

exemple avec le test de retrait de l͛adhĠsif. 

 

4 Expression transitoire du tPA 

Nous aǀoŶs ǀu Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du tPA au seiŶ des Đellules oligodeŶdƌoĐǇtaiƌes Ġtait 

tƌaŶsitoiƌe. Ce Ŷ͛est Ƌu͛au ŵoŵeŶt de la phase aĐtiǀe de la ŵǇĠliŶisatioŶ Ƌu͛uŶe foƌte 

pƌopoƌtioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵǇĠliŶisaŶts eǆpƌiŵeŶt du tPA. EŶ ƌeǀaŶĐhe, Đhez l͛adulte, seule 

uŶe petite pƌopoƌtioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes tPA+ est retrouvée, pouvant suggérer que le tPA est 

nécessaire au moment de la mise en place de la gaine de myéline, mais Ƌu͛il Ŷ͛iŶteƌǀieŶdƌait 

pas dans son maintien.  

Ces données sont en accord avec des précédents travaux du laboratoire. En effet, suite à 

une injection de LPC dans le corps calleux, les OPCs sont recrutés pour remyéliniser la zone de 

lĠsioŶ. Ces tƌaǀauǆ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue le pouƌĐeŶtage d͛oligodeŶdƌocytes tPA+ augŵeŶte jusƋu͛à 

14 jours post-injection puis leur proportion chute à J21 (Figure 55 ; travaux thèse Camille 

Leonetti). De manière intéressante, cette fenêtre de temps correspond à la période de 

remyélinisation (Nait-Oumesmar et al., 1995). Ceci suggère que le tPA joue un rôle important 

dans les processus de (re)myélinisation. 

 

Figure 55 Expression de tPA par les oligodendrocytes après dommage de la substance blanche.  
QuaŶtifiĐatioŶ du pouƌĐeŶtage d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaŶt du tPA daŶs le Đoƌps Đalleuǆ de souƌis sauǀages à ϯ,ϳ,ϭϰ et Ϯϭ 
jours post-injection de lysolécithine. *p<0.05, test Mann-Whitney (travaux de thèse de Camille Leonetti). 
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Au Đouƌs de la ǀie adulte, l͛iŶtĠgƌatioŶ de Ŷouǀelles tâĐhes d͛appƌeŶtissages ŶĠĐessiteŶt uŶ 

ƌeŵodelage ĐoŶtiŶu et l͛ajout de Ŷouǀeauǆ iŶteƌŶœuds ;Saŵpaio-Baptista & Johansen-Berg, 

2017 ; Hill et al., ϮϬϭϴͿ. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ si au Đouƌs de Đe processus de 

myélinisation adaptative, les oligodendrocytes eǆpƌiŵeŶt de Ŷouǀeau du tPA. AfiŶ d͛Ġtudieƌ 

Đela, Ŷous pouƌƌioŶs ƋuaŶtifieƌ la pƌopoƌtioŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵaŶt du tPA Đhez des 

souris confrontées à une nouvelle tâche (i.e. running wheel) ou à un environnement enrichi 

permettant de stimuler les activités cognitive, sensorimotrice et sociale, et ainsi étudier si celui-

ci participe à la plasticité structurelle de la myéline.
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Influence de l͛activateur tissulaire du plasminogène dans la lignée 

oligodendrocytaire et le processus de myélinisation 

Résumé 

L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ;tPAͿ est uŶe sĠƌiŶe pƌotĠase, iŵpliƋuĠe daŶs de 
nombreux processus physiopathologiques au sein du système nerveux central (e.g. 

corticogenèse, rôle anti-apoptotique sur les oligodendrocytes). Des travaux du laboratoire ont 
montré que la migration oligodendrocytaire était retardée chez des souris déficientes en tPA 
comparativement à des souris sauvages au cours du développement embryonnaire. Les cellules 
pƌĠĐuƌseuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes (OPCs) doivent se différencier en oligodendrocytes 
myélinisants afiŶ d͛enrouler leurs prolongements et de former une gaine de myéline. Mes 
travaux de thèse ont consisté à étudier les effets du tPA sur ces paramètres au cours du 
développement dans la moelle épinière chez la souris. Nos travaux montrent dans un premier 
temps, que le tPA est eǆpƌiŵĠ de façoŶ tƌaŶsitoiƌe au seiŶ d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵyélinisants. 
L͛eǆpƌessioŶ de tPA au seiŶ de Đes Đellules est transitoire, atteignant un pic à 15 jours post-
natal, qui correspond à la phase active de la myélinisation. Dans un second temps, dans un 
modèle de souris déficientes en tPA, un retard de différenciation des OPCs vers un phénotype 
d͛oligodeŶdƌoĐǇtes ŵatuƌes au Đouƌs du développement embryonnaire est observé. Nous 
mettons également en évidence, un phénotype dysmyélinique chez les souris déficientes en 
tPA (myéline non compacte et anomalies ultrastructurelles de la myéline). Bien que ce 
phénotype ne présente ni des différences dans la tractographie des fibres détectables à l͛IRM 
et ni de troubles dans la conduction nerveuse, des atteintes de la démarche ont pu être mises 
en évidence. Le tPA semble donc être un facteur déterminant dans la compaction de la gaine 
de myéline. Les souris déficientes en tPA pourraient être un modèle relevant pour étudier les 
pathologies dysmyélinisantes. 

 

Mots-clés : oligodendrocytes ; activateur tissulaire du plasminogène ; développement ; myélinisation 

Abstract 

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine protease involves in many central 
nervous system physiopathological processes (e.g. corticogenesis, anti-apoptotic effect on 
oligodendrocytes). Our laboratory has shown that oligodendrocyte migration was delayed in 
tPA-deficient mice during embryonic development. In order to become myelinating cells, 
oligodendrocyte precursors cells (OPCs) had to differentiate, and wrap their processes around 
axons to form a myelin sheath. My thesis work consisted in studying the effects of tPA on these 
parameters throughout development in mice spinal cord. First, we showed a transient 
expression of tPA in myelinating cells, reaching a peak at P15, which corresponds to active 
myelination. Secondly, we observed a delay in OPCs differentiation towards a myelinating 
phenotype. Furthermore, tPA-deficient mice displays a dysmyelination phenotype with 
uncompacted myelin and ultrastructure anomalies. Neither differences in fiber tractography of 
spinal cord tracts detectable on MRI, nor central conduction disorders were revealed in this 
phenotype. However, tPA-deficient mice displayed gait abnormalities. Consequently, tPA 
seems to be a important factor to drive myelin compaction and tPA-deficient mice could be a 
relevant model to study dysmyelinating disorders. 
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