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Effet des protéines
de la myéline sur la
régénération axonale
et le bourgeonnement

Cédric Geoffroy

> L'une des principales conséquences
d’une Iésion de la moelle épiniére (LME)
chez 'adulte est la détérioration, voire
la rupture des axones, empéchant la
transmission de I’information nerveuse
du corps cellulaire jusqu'aux cibles et
se traduisant par des déficits sensoriels
et/ou moteurs. Ces axones n'ont pas la
capacité de se régénérer dans le systeme
nerveux central (SNC). Cette absence
de régénération est attribuée a plu-
sieurs facteurs : le manque de capacités
intrinséques des neurones a repousser
[1], la présence d’une cicatrice gliale
au niveau de la Iésion [2], I'insuffisance
de facteurs neurotrophiques nécessaires
a la repousse des axones [3] et enfin la
nature inhibitrice des composants de la
myéline [4].

Il existe trois protéines majeures de
la myéline : Nogo (réticulon 4), MAG
(myelin-associated glycoprotein) et
OMgp (oligodendrocyte myelin associa-
ted protein) (Figure 1). Ces protéines
ont été tres étudiées in vitro et sont,
individuellement, capables d’inhiber la
repousse axonale [4]. Malgré leur man-
que d’homologie, ces inhibiteurs parta-
gent les mémes récepteurs neuronaux
- NgR1 (Nogo receptor 1) et PirB (paired
immunoglobulin-like receptor B) - et
corécepteurs (TROY, LINGO-1 et p75"R
ou récepteur des neurotrophines), ainsi
que des voies de signalisation similaires
(par exemple la voie Rho). MAG se lie
également au récepteur NgR2. Bien que
ces mécanismes aient été largement
étudiés in vitro, la contribution relative
de ces protéines in vivo n’est toujours
que partiellement définie.

m/s n® 2, vol. 27, février 2011

Atrticle disponible sur le site pTipZ/Www.medecinesciences.ord ou

Limplication de ces protéines dans la
régénération axonale aprés une lésion
de la moelle épiniere a été étudiée a
'aide de différentes souris knock out
(KO) pour les génes codant pour I'une
ou I'autre de ces protéines. Les résul-
tats de ces études, bien que variables
[5-9], et le fait que ces protéines par-
tagent des mécanismes moléculaires
communs, ont conduit @ I"hypothese
selon laquelle Nogo, MAG et OMgp jouent
dans la myéline un réle redondant sur
I’inhibition de la repousse axonale [10].
Nous avons donc évalué, in vitro et in
vivo, I'effet de "absence simultanée de
ces trois protéines sur la régénération
axonale et la croissance compensatoire
d’axones non lésés (bourgeonnement)
[11] en utilisant une souris triple KO
dans laquelle ni Nogo, ni MAG, ni OMgp
ne sont exprimées. Ces souris triple
transgéniques (TKO) ont été créées a
partir d’animaux simples transgéniques
caractérisés précédemment, Nogo-A, B,
C KO [12], OMgp KO [13], MAG KO [14].
Ces animaux TKO sont viables, ferti-
les et ne présentent pas d’anomalies
morphologiques.

Effet in vitro de ’absence combinée
des trois protéines de la myéline

sur la repousse axonale

Nous avons tout d’abord testé in vitro
I’effet d’inhibition de la repousse axo-
nale par la myéline. La myéline de la
moelle épiniere des animaux sauvages,
simple mutants et triple mutants, a pour
cela été purifiée, et, apres vérification
de I’absence des protéines Nogo, MAG et
OMgp par Western blot, elle a été utili-
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sée comme substrat pour la culture de
neurones cérébelleux. €n accord avec les
études antérieures, nous avons montré
que la myéline de type sauvage (WT)
inhibe la pousse axonale des neurones.
Cette inhibition est partiellement cor-
rigée lorsque les trois variants d’épis-
sage de la famille Nogo, Nogo-A, -B et
-C sont absents. Cependant, I"absence
combinée des trois protéines de la myé-
line n'a pas augmenté la repousse des
axones au-dela de celle observée en
I"absence de Nogo. En utilisant un autre
type cellulaire (neurones adultes des
ganglions spinaux) et un modele plus
physiologique (cryosections de la moelle
épiniére), nous avons ensuite confirmé
ce résultat.

Effet in vivo des protéines

de la myéline sur le bourgeonnement
Afin d’étudier ’hypothese d’un effet
redondant des trois protéines inhibitrices
sur la croissance axonale in vivo aprés
[ésion du SNC, nous avons examiné deux
faisceaux possédant des caractéristi-
ques distinctes : le faisceau raphé-spinal
(faisceau sérotoninergique provenant du
raphé), dont la capacité de régénération
est importante, et le faisceau cortico-
spinal (ou faisceau pyramidal, prove-
nant du cortex cérébral), réfractaire a la
régénération.

Faisceau raphé-spinal

Nous avons tout d’abord induit une
lésion de la moelle épiniere en effec-
tuant une hémisection latérale de la
moelle épiniére au niveau thoracique T8,
ce qui entraine une déplétion des infor-
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mations sérotoninergiques. Le bour-
geonnement des axones non lésés a
été évalué par immunomarquage par
la 5-hydroxytryptamine (5-HT) du
coté controlatéral au niveau lombaire
(localisation caudale par rapport a
la lésion). Quatre semaines aprés la
lésion, les souris KO pour MAG et OMgp,
mais pas les souris déficientes pour
Nogo, présentaient un niveau d’immu-
noréactivité environ deux fois supérieur
a celui des souris sauvages, alors qu’il
n’était pas accru chez les TKO. Néan-
moins, aucune des souris mutantes n’a
mieux exécuté les tests fonctionnels
que les souris contrdles (un test de
coordination motrice, le gridwalk, et un
test de comportement en champ libre,
le basso mouse scale (BMS) open-
field). Ces résultats montrent qu’il n’y a
pas d’effet synergique lié a la délétion
de ces trois protéines.

Faisceau cortico-spinal
(ou faisceau pyramidal)
Nous avons ensuite réalisé une lésion
latérale droite du faisceau pyramidal
(pyramidotomie, Figure 2A), au-dessus
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de la décussation pyramidalel, résultant
en une dénervation du c6té gauche de
la moelle épiniere. Apres injection d’un
traceur (BDA, biotin-dextran amine)
dans le cortex moteur, les axones en
provenance du coté non |ésé et croisant
la ligne médiale ont été comptés. Les
souris KO pour Nogo présentent une aug-
mentation du bourgeonnement comparé
aux souris sauvages (Figure 2B-C), en
adéquation avec des travaux précédents
[15]. Tandis que les souris déficientes
pour OMgp ne different pas des souris
sauvages, les mutants MAG montrent,
étonnamment, une diminution de ce
bourgeonnement. €n adéquation avec
ces observations, les bourgeonnements
des axones du faisceau pyramidal sont
comparables pour les souris TKO et sau-
vages, et a un niveau intermédiaire
entre ceux des souris invalidées pour
Nogo et MAG (Figure 2D). Cependant, ce
bourgeonnement ne se traduit pas par
une différence au niveau fonctionnel. €n

U Au quart inférieur de la moelle allongée (ou bulbe rachi-
dien), le faisceau se divise en faisceau pyramidal croisé et
faisceau pyramidal direct. Cest le site de la décussation
pyramidale.

Figure 1. Les protéines de la myéline et leurs
récepteurs inhibant la repousse axonale. Le
récepteur PirB (LILRB2 chez I’homme) se lie
avec Nogo (réticulon 4), MAG (myelin associa-
ted glycoprotein) et OMgp (oligodendrocyte
myelin glycoprotein). Le récepteur NgR1 (Nogo
receptor 1) se lie avec Nogo, MAG et OMgp en
formant des complexes avec LINGO1 et p75 ou
TROY. NgR2 interagit uniquement avec MAG.
D’autres récepteurs inconnus peuvent certai-
nement exister. Ces protéines sont susceptibles
de jouer des roles redondants dans I'inhibition
de la régénération axonale, et par conséquent
enlever ces trois ligands pourrait augmenter la

régénération des axones.

effet, les différentes lignées de souris
présentent sensiblement le méme profil
de réponse lors du test d’utilisation
préférentielle des pattes antérieures.
Lutilisation d’un autre modeéle de LME,
I’hémisection dorsale de la moelle épi-
niére, nous a permis de confirmer ce
résultat. Ainsi, une élimination de la
protéine Nogo augmente le bourgeon-
nement, alors que la délétion de MAG
le diminue. €n outre, il n’y pas d’effet
synergique des trois protéines majeures
de la myéline.

Effet sur la régénération

des axones lésés

Nous avons ensuite examiné I'effet de
I’absence de ces protéines sur la régéné-
ration d’axones |ésés. Nous avons employé
un modele de transection compléte de la
moelle épiniére et un modele d’hémisec-
tion dorsale pour étudier respectivement
le faisceau raphé-spinal et le faisceau
pyramidal.

Faisceau raphé-spinal

A la suite d’une transection compléte
de la moelle épiniére, I"intensité de
marquage 5-HT des axones sérotoni-
nergiques présents au niveau rostral
de la Iésion dans les souris TKO est
supérieure a celle des animaux contro-
les (Figure 26-F). Cependant, aucun
axone n’a été observé traversant le site
de lésion, pour aucun des phénotypes
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Figure 2. Bourgeonnement et régénération
apreés lésion de la moelle épiniére. A-D. Aprés
pyramidotomie, les axones du faisceau pyra-
midal non lésé (marqués par injection du
traceur BDA dans le cortex moteur) présen-
tent des extensions au niveau contralatéral
(bourgeonnement) de la moelle épiniére cer-
vicale. Les animaux déficients pour Nogo (C)
montrent plus de bourgeonnements que les
animaux contrdles (B), tandis que les animaux
TKO (D) présentent un niveau de bourgeonne-

ment similaire a celui des animaux sauvages.

A. Image représentative d’une section coronale de la moelle épiniere cervicale aprés pyramidotomie et injection de BDA. B-D. Images représen-

tatives a fort grossissement correspondant au rectangle dans A, pour chacun des animaux mutants et controles. £-F. Aprés complete transection

de la moelle épiniére (la fleche indique le site de la Iésion, et les astrocytes, marqués en vert par le GFAP, montrent les bordures de la Iésion), les

axones sérotoninergiques ne régénérent pas, chez aucun mutant testé, bien que le marquage 5-HT (en rouge) des animaux TKO soit environ trois fois

supérieur a celui des sauvages, au niveau rostral de la lésion. Echelle : 500pm pour A et €-F, 50um pour B-D.

testés. En outre, les souris sauvages et
TKO affichent le méme score minimum
BMS apres le test open-field.

Faisceau cortico-spinal

Uinjection de BDA dans le cortex apres
une hémisection dorsale de la moelle
épiniere a démontré que les axones du
faisceau pyramidal étaient rarement
détectés au niveau de la Iésion et en aval
de la Iésion, que ce soit pour les animaux
sauvages ou pour les animaux TKO. La
quantification de la densité axonale a
conforté ce résultat. De méme, aucun
des tests de locomotion utilisés dans
notre étude (le gridwalk, 'open-field et
le rotarod ou test de la tige tournante)
n’a révélé de différence significative
entre ces deux génotypes. Enfin, aucun
des animaux simples KO n’a montré une
régénération significative des axones
[ésés.

Conclusions

Nos travaux démontrent tout d’abord
que les protéines de la myéline Nogo,
MAG et OMgp ne sont pas les principaux
responsables de la régénération limitée
des axones apres une lésion de la moelle
épiniére. Si Iabsence de régénération
des axones sérotoninergiques apres une
transection complete peut étre liée a la
présence de la cicatrice gliale au niveau
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de la lésion, dans le cas d’une hémi-
section dorsale, la partie ventrale de la
moelle épiniere peut servir de support
pour la régénération. Par conséquent,
d’autres mécanismes (dont le potentiel
intrinséque des neurones) sont certai-
nement nécessaires a la régénération.
Par ailleurs, nos résultats confirment
IPimplication de ces protéines sur le
bourgeonnement des axones, Nogo ayant
le rdle majeur, et confortent I’idée selon
laquelle cibler Nogo, MAG ou OMgp peut
moduler ce bourgeonnement. Cepen-
dant, aucun bénéfice fonctionnel n’a
été observé lors de I’augmentation de ce
bourgeonnement. De plus, aucun effet
additif sur le bourgeonnement (ni sur
la régénération) n’a résulté de la délé-
tion simultanée de Nogo, MAG et OMgp,
suggérant une absence de redondance
fonctionnelle de ces trois protéines.

[l convient de noter qu’une étude simi-
laire a la notre a été publiée au méme
moment [16], dont les résultats étaient
tres différents, puisqu’une augmen-
tation de la régénération du faisceau
pyramidal et une amélioration fonction-
nelle ont été observées chez des animaux
KO pour Nogo (simple KO et TKO), ainsi
qu’un effet additif des protéines de la
myéline. Le fond génétique des animaux,
la nature des différentes mutations (les
modéles de KO Nogo et OMgp différent),

le type de lésion effectuée (seule une
Iésion dorsale de la moelle épiniere a été
utilisée dans toute I'étude), de méme
que la distinction stricte entre régé-
nération et bourgeonnement peuvent
avoir des impacts importants sur les
résultats expérimentaux, et expliquer les
différences entre les deux études. ¢
Role of myelin proteins

on axon regeneration and sprouting
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Syndrome de Kallmann
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Sexe et nez : un lien embryologique...

La gonadolibérine ou gonadotropin-re-
leasing hormone (GnRH) contrdle I’axe
hormonal de la reproduction. Des études
embryologiques effectuées depuis une
vingtaine d’années chez les mammiferes,
les oiseaux et les poissons ont mon-
tré que les cellules neuroendocrines qui
synthétisent cette hormone proviennent
de I’épithélium nasal et migrent vers le
télencéphale en empruntant le trajet
des nerfs olfactifs. Chez les mammiferes,
elles migrent en fait le long des fibres
du nerf voméro-nasal (impliqué dans la
perception des phéromones) et du nervus
terminalis (dont le rdle dans la reproduc-
tion reste mal connu) [1]. Parvenues a la
base du télencéphale, elles y pénétrent,
avec les fibres du nervus terminalis, juste
en arriére de I’ébauche des bulbes olfac-
tifs, et cheminent ensuite dans la partie
interne des futurs hémispheéres céré-
braux jusqu’aux régions préoptique et
hypothalamique, ou elles établiront la
neurosécrétion endocrine. Dans 'espece
humaine, la migration de ces cellules
débute au cours de la 6° semaine de vie
embryonnaire. C'est aussi la période ol
les fibres des nerfs olfactifs et celles des
nervus terminalis établissent leur premier
contact avec le cerveau, peu de temps
avant I’émergence des bulbes olfactifs.
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... et physiopathologique

Le syndrome de Kallmann associe un
hypogonadisme hypogonadotrope, di
a un déficit en gonadolibérine, et une
anosmie (ou hyposmie) accompagnée
d’une aplasie des bulbes olfactifs [2]. Le
plus souvent, le diagnostic est fait a I'age
de la puberté, devant I"absence d’appa-
rition des caracteéres sexuels secondai-
res. 'examen histopathologique d’un
feetus de sexe masculin Ggé de 19 semai-
nes et porteur, dans la région Xp22.3,
d’une grande délétion chromosomique
incluant le géne KALI responsable de la
forme récessive liée au chromosome X
de ce syndrome, avait permis, dés 1989,
de formuler I’hypothese d’un défaut de
la migration des cellules neuroendocri-
nes a 'origine de I’hypogonadisme du
syndrome de Kallmann. Chez ce feetus,
qui navait pas de bulbes olfactifs, les
cellules neuroendocrines étaient en effet
absentes du cerveau : elles s’étaient
accumulées dans la région naso-frontale
avec les terminaisons des nerfs olfactif
et terminalis, dont les fibres interrom-
pues n’établissaient pas de contact avec
le télencéphale [3] (Figure 1B).
L'arhinencéphalie, c’est-a-dire I'absence
des bulbes olfactifs, qui est I'une des
anomalies du syndrome de Kallmann,
est également observée dans différentes

maladies pléiotropes du développement,
notamment dans le syndrome CHARGE
(I’appellation « maladie CHARGE »
serait d’ailleurs plus appropriée), dont
Iincidence est estimée a 1 sur 8 500 a
12 500 naissances. L’acronyme anglais
CHARGE désigne I’association atrésie
des choanes, cardiopathie congéni-
tale, retard de croissance, hypoplasie
des organes génitaux et anomalies de
I'oreille externe et interne [4]. Cepen-
dant, de nombreux individus atteints
de cette maladie n'ont pas toutes les
anomalies phénotypiques qui composent
I"acronyme et en ont par ailleurs souvent
d’autres [5]. Une étude assez récente a
conclu en particulier a la coexistence,
chez la plupart des patients, d’un hypo-
gonadisme hypogonadotrope et d’une
anosmie avec arhinencéphalie, c’est-
a-dire des deux anomalies qui définis-
sent le syndrome de Kallmann [6]. Le
syndrome CHARGE est d{i, dans environ
deux tiers des cas, @ une mutation dans
le géne CHD7 qui code une protéine de
liaison @ "ADN impliquée dans la trans-
cription de certains génes. Des mutations
de ce gene ont également été identifiées
chez quelques individus pour lesquels le
diagnostic initialement porté était celui
d’un syndrome de Kallmann, renforgant
ainsi I’idée d’une parenté nosologique
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