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Résumé

Le cerveau adulte des mammifères conserve sa capacité à générer de nouvelles cellules cérébrales à

partir de cellules souches neurales (CSNs), principalement localisées dans deux régions cérébrales

spécifiques, l'hippocampe et la zone sous-ventriculaire (SVZ). Ce processus, appelé neurogenèse,

permet  la  formation  de  nouveaux  neurones  et  de  nouvelles  cellules  gliales  (astrocytes  et

oligodendrocytes).  Différents  signaux contrôlent  la  prolifération et  la  différenciation des  CSNs.

Parmi ces  signaux, les  hormones thyroïdiennes  (HTs) sont  impliquées  dans la  prolifération des

CSNs de la SVZ et dans la différenciation neuronale. À l’inverse des cellules différenciées, telles

que les neurones ou les glies, les CSNs ont un fonctionnement – ou métabolisme – principalement

basé sur la glycolyse et sur une faible respiration mitochondriale. Or l'évolution du métabolisme des

CSNs  peut  influencer  leur  choix  de  destin  cellulaire.  Les  HTs jouant  un  rôle  important  dans

l'activation du métabolisme mitochondrial, j'ai testé l'hypothèse selon laquelle le choix du destin des

CSNs de la SVZ adulte se ferait grâce à l'influence de la signalisation thyroïdienne sur l'activité

mitochondriale. 

J'ai tout d'abord montré  in vivo  et  in vitro que les HTs permettent la détermination des CSNs en

précurseurs  neuronaux  dans  la  SVZ,  tandis  qu'une  période  d'hypothyroïdisme  favorise  la

détermination gliale. La transthyrétine,  protéine de liaison des HTs, est spécifiquement présente

dans les cellules de la SVZ ayant un destin neuronal, alors que la désiodase de type 3, inactivatrice

des HTs, est  exprimée par les précurseurs oligodendrocytaires (OPCs),  indiquant une activation

différentielle de la signalisation thyroïdienne dans les deux lignages cellulaires. Par ailleurs j'ai pu

observer que les cellules s'engageant vers un destin neuronal possèdent une plus grande activité

mitochondriale que les OPCs. La présence d'HTs favorise de plus la respiration mitochondriale,

ainsi que la production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) issus de l'activité des mitochondries,

dans les cellules de la SVZ. Un blocage des protéines de la chaîne respiratoire empêche les HTs de

promouvoir la détermination neuronale, montrant la nécessité de l'activation mitochondriale pour

l'engagement  des  CSNs  en  précurseurs  neuronaux.  On  sait  d'autre  part  que  les  modifications

morphologiques  (ou  dynamiques)  mitochondriales  sont  nécessaires  à  l'augmentation  de  la

respiration. La division (ou fission) des mitochondries est en particulier essentielle à une bonne

répartition intracellulaire de la production de l'énergie issue de la respiration, ainsi qu'à la migration

cellulaire. Dans les cellules de la SVZ, j'ai montré que l'action des HTs permet l'activation de la

protéine DRP1, médiatrice de la fission mitochondriale, et ce principalement dans les cellules du

lignage neuronal. Les HTs favorisent donc la détermination des CSNs de la SVZ vers un destin

neuronal grâce à l'activation de la respiration et de la fission mitochondriales.

Mots-clés:  Neurogenèse  adulte,  Métabolisme  mitochondrial,  Hormones  thyroïdiennes,

Cellules souches neurales, Mitochondries, Destin cellulaire
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Summary

The adult mammalian brain maintains its capacity to generate new cells from neural stem cells

(NSCs), mainly localized in two specific brain regions, the hippocampus and the sub-ventricular

zone (SVZ). This process, named neurogenesis, results in the production of new neurons and new

glial  cells  (astrocytes  and  oligodendrocytes).  Several  signals  control  NSCs  proliferation  and

differentiation. Among those, thyroid hormones (THs) are involved in NSCs proliferation in the

SVZ and in neuronal differentiation. NSC metabolism relies mainly on glycolysis associated with a

low mitochondrial activity, whereas mature cells, like neurons and glia, preferentially use oxidative

phosphorylation. Changes in NSC metabolism can impact cell fate. As THs play an important part

in  activating  mitochondrial  metabolism,  I  hypothesized  that  the  influence  of  TH  signaling  on

mitochondrial activity triggers NSC fate choice in the adult SVZ. 

First,  I  showed  in  vivo and in vitro  that THs allow NSC determination in neuronal precursors,

whereas a short hypothyroidism favors glial determination. Transthyretine, a TH binding protein, is

specifically present in the SVZ cells having a neuronal fate, while type 3 deiodinase, a TH inhibitor,

is expressed by oligodendrocyte precursor cells (OPCs). These results indicate that THs signaling is

differentially activated in neuronal and glial cell lineages. I observed that cells adopting a neuronal

fate display a greater mitochondrial activity when compared to OPCs, and that TH signaling favors

mitochondrial  respiration  and  ROS  production  in  the  SVZ  cells.  Inhibiting  the  mitochondrial

respiratory chain prevents TH-mediated promotion of neuronal determination, proving the need of

mitochondrial  activation for NSC commitment toward a neuronal phenotype.  Besides,  it  is also

known that modifications of mitochondrial morphology (or mitochondrial dynamics) are required

for  the  respiration  to  increase.  Among  mitochondrial  dynamics,  fission  is  crucial  for  a  good

intracellular repartition of energy production, and for cell migration. In the SVZ cells, I showed

that, DRP1, the main inducer of mitochondrial fission, is activated by THs mainly in cells adopting

a  neuronal  fate.  Thus,  THs  favor  NSC fate  choice  toward  a  neuronal  phenotype  through  the

activation of mitochondrial metabolism and mitochondrial fission in the adult mouse SVZ.

Keywords: Adult neurogenesis, Mitochondrial metabolism, Thyroid hormones, Neural stem

cells, Mitochondria, Cell fate
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Avant-propos

Les  hormones  thyroïdiennes  jouent  un  rôle  majeur  dans  le  développement  et  la  croissance  de

nombreux tissus aux stades fœtal et  post-natal,  et  tout au long de la vie  adulte.  En effet,  elles

participent à la régulation de nombreux processus physiologiques, tels que les fonctions cardiaques,

digestives,  musculaires  ou  nerveuses,  et  plus  globalement  à  l'équilibre  métabolique  au  sein  de

l'organisme.  Un  manque  en  hormones  thyroïdiennes  lors  du  développement  fœtal  et  post-natal

précoce peut  avoir de lourdes conséquences, allant jusqu'à un hypothyroïdisme congénital voir un

« crétinisme » (Cao et al., 1994). Cette maladie se caractérise notamment par un important retard

mental,  illustrant  l'importance  des  hormones  thyroïdiennes  pour  le  développement  cérébral.  Le

statut thyroïdien des femmes enceintes nécessite ainsi d'être étroitement surveillé pour pallier à ces

problèmes  neuro-développementaux.  De  nos  jours,  la  supplémentation  systématique  en  iode,

nécessaire  à la  formation des hormones thyroïdiennes,  a permis d'éradiquer en grande partie  le

crétinisme des pays développés. Les recommandations officielles de l'Union Européenne conseillent

l'utilisation de sel complémenté en iode depuis les années 1970 afin d'éviter les carences. 

Pendant longtemps il a été admis que le cerveau, une fois sa formation et sa maturation achevée à la

fin de l'adolescence, n'était plus en capacité de renouveler ses cellules à l'âge adulte. Cette idée est

encore  largement  répandue  dans  la  croyance  populaire.  Cependant,  la  formation  de  nouvelles

cellules cérébrales a été mise en évidence dès la fin des années 1950 chez la souris adulte (Messier

et al., 1958), et dans les années 1960 dans l'hippocampe du rat adulte  (Altman, 1962, Altman et

Das, 1965a). La formation de nouveaux neurones chez l'adulte fut confirmée 20 ans plus tard chez

le canari  (Nottebohm, 1985), puis dans les années 1990 et 2000 chez le mammifère (Reynolds et

Weiss, 1992, Palmer et al., 1997, Doetsch et al., 1999b, Doetsch et al., 2002). On sait aujourd’hui

que les hormones thyroïdiennes jouent  un rôle primordial dans la formation et la croissance des

cellules neurales adultes (Barres et al., 1994, Lemkine et al., 2005, López-Juárez et al., 2012). Par

ailleurs,  de  nombreuses  études  tendent  à  montrer  que  les  perturbations  du  taux  d'hormones

thyroïdiennes,  qui  augmentent avec l'âge,  sont  associées  avec le  déclin  cognitif  et  les maladies

neurodégénératives  associés au vieillissement (Remaud et al., 2014). Ainsi, l'étude des mécanismes

par lesquels les hormones thyroïdiennes contrôlent la neurogenèse chez l'adulte apparaît primordiale

pour mieux appréhender les mécanismes  assurant la réparation des lésions (pertes de neurones

et/ou de cellules gliales), ceux-ci n'étant pas, ou pas assez, performants chez les patients atteints de

ces  maladies,  et  développer  des  traitements  appropriés.  Cela  passe  notamment  par  la  prise  en

compte des effets que les hormones thyroïdiennes ont, non-seulement directement au niveau de la
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régulation  génique,  mais  aussi  plus  globalement  sur  le  métabolisme  cellulaire,  qui  change

radicalement durant la différenciation et la maturation des cellules neurales.
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I. La signalisation thyroïdienne

L'ensemble des organismes pluricellulaires produisent des molécules jouant un rôle de messagers

chimique dans l'organisme : les hormones. Chez les animaux, elles sont produites par différentes

glandes,  dites  glandes  endocrines,  et  transportées  par  la  circulation  sanguine  jusqu'aux organes

cibles, où elles agissent en tant que régulateurs physiologiques. Pour cela elles se fixent sur des

récepteurs  membranaires  ou  intracellulaires,  activant  ainsi  des  cascades  de  signalisation  (suites

d'activations  ou  d'inhibitions  moléculaires)  ou  régulant  directement  l'expression  de  gènes

spécifiques. On distingue trois grandes classes d'hormones : les eicosanoïdes dérivées des acides

gras, comme la prostaglandine ; les stéroïdes, tels que les œstrogènes ou la testostérone ; et enfin les

dérivés  d'acides  aminés,  comprenant  les  hormones  peptidiques  comme  l’hormone  thyréotrope

(thyrotropin-releasing hormone,  TRH), et  les hormones dérivées d'un seul acide aminé modifié,

telles que la thyroxine. 

Les  hormones  thyroïdiennes  (HTs)  jouent  un  rôle  majeur  dans  de  nombreux  processus

physiologiques chez les vertébrés, tout au long de la vie, de l'embryon en cours de développement à

l'adulte vieillissant. Elles interviennent notamment au cours du développement et de la fonction

cérébrales,  de  la  régulation  du  métabolisme  ou  encore  du  contrôle  des  systèmes  cardiaque  et

pulmonaire.  La  thyroxine,  ou  tétra-iodothyronine  (T4),  est  la  principale  HT circulante.  Elle  est

produite par la glande thyroïde, située à la base du cou chez les mammifères et formant deux lobes

de part et d'autre de la trachée (Figure 2A). La thyroïde produit également la triiodothyronine (T3),

en plus petite quantité. La T3 et la T4 sont constituées du couplage de deux acides aminés de type

tyrosine, formant la thyronine, et de trois (pour la T3) ou quatre (pour la T4) atomes d'iode, couplés

aux noyaux aromatiques (Figure 1). La T
3
 est considérée comme la principale forme active des HTs,
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Figure 1: Structure chimique de la tyrosine et des principales hormones thyroïdiennes. Les HTs résultent de la
condensation de deux acides aminés tyrosine. Le nombre et la position des atomùes d'iode joue un rôle majeur dans
l'activité des différentes formes. Ainsi la T3 est la principale forme active. 
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Figure 2: Biosynthèse des hormones thyroïdiennes. (A) Localisation de la thyroïde chez l'humain. (B) La thyroïde est
constituée de cellules épithéliales, les thyréocytes, en contact avec des capillaires sanguins au niveau de leur pôle basal,
et arrangés en follicules autour du colloïde. (C) Les ions iodure (I-) présents dans la circulation sanguine pénètre dans
les  thyréocytes  par  l'intermédiaire  des  symports  sodium/iodure,  et  sortent  par  le  pôle  apical  dans  le  colloïde  par
diffusion. La glycoprotéine thyroglobuline et l'enzyme thyroperoxydase (TPO) sont produites par les thyréocytes et
sécrétés dans le colloïde. Là, la TPO catalyse l'iodation de la thyroglobuline au niveau de ses noyaux aromatiques,
formant alors des résidus mono-iodotyrosine (MIT) et di-iodotyrosine (DIT). La TPO catalyse également le couplage
des  MITs et  DITs en  T4  (composé  de  deux  DITs)  et  en  T3  (composé  d'un  DIT  et  un  MIT).  La  molécule  de
thyroglobuline iodée (iodothyroglobuline)  est  stockée dans le colloïde jusqu'à endocytose par  un thyréocyte,  où la
fusion de la vésicule d'endocytose avec un lysosome permet la libération de T3 et T4. Les HTs traversent ensuite la
membrane au niveau du pôle basal par diffusion ou via des transporteurs membranaires, et sont transportées dans la
circulation sanguine. L'activité des thyréocytes est stimulée par la TSH sécrétée par l'hypophyse, qui se fixe a des
récepteurs  membranaires  spécifiques au niveau du pôle apical.  La TSH induit  ainsi  la production d'AMP cyclique
(AMPc) par les thyréocytes, nécessaire notamment au fonctionnement des symports sodium/iodure. Le processus de
biosynthèse des HTs est identique chez l'humain et chez la souris. 



du fait de sa plus grande capacité à agir au niveau génomique via les récepteurs nucléaires aux HTs

(thyroid receptors, TR). 

I.1. Production des hormones thyroïdiennes

I.1.1. Biosynthèse

Les HTs sont produites par la glande thyroïde au niveau de structures spécifiques, les follicules

thyroïdiens (Figure  2B).  Ces follicules sont  constitués  de cellules épithéliales,  appelées  cellules

folliculaires  ou  thyréocytes,  et  arrangées  autour  d'un  compartiment  extracellulaire  riche  en

protéines, le colloïde. La base des thyréocytes est en contact avec des capillaires sanguins, tandis

que leur pôle apical est orienté vers le colloïde (Figure  2C). La circulation sanguine apporte des

ions iodures (I-), nécessaires à la formation des HTs. Ceux-ci pénètrent dans les thyréocytes via des

transporteurs  spécifiques,  les  symports  sodium/iodure,  puis  traversent  le  pôle  apical  jusqu'au

colloïde par diffusion (Eskandari et al., 1997).

Les thyréocytes produisent en grande quantité une glycoprotéine riche en acides aminés de type

tyrosine, la thyroglobuline, précurseur des HTs. Après synthèse et glycosylation dans le réticulum

endoplasmique et l'appareil de Golgi, la thyroglobuline est transportée par des vésicules sécrétoires

jusqu'au pôle apical, où elle est libérée dans le colloïde par exocytose. Les vésicules sécrètent dans

le  même  temps  une  enzyme,  la  thyroperoxydase  (TPO)  qui,  une  fois  libérée  dans  la  lumière

colloïdale, va permettre l'oxydation des ions I-  en diiode (I2), puis l'iodation des résidus tyrosine de

la thyroglobuline. Ces réactions aboutissent à la formation de résidus mono-iodotyrosine (MIT) et

di-iodotyrosine (DIT) (Figure 2C). La TPO catalyse ensuite le couplage oxydatif des MITs et des

DITs : deux résidus DITs formeront une molécule de T4, et un résidu DIT couplé à un résidu MIT

formeront une molécule de T3. La thyroglobuline iodée, composée de MITs, DITs, T3 et T4,  est

stockée  dans  le  colloïde  jusqu'à  son  endocytose  par  une  cellule  folliculaire.  La  gouttelette  de

colloïde  internalisée  fusionne  alors  avec  un  lysosome,  dont  les  enzymes  hydrolysent  la

thyroglobuline iodée, permettant la libération de T3 et T4 dans le cytoplasme. Les MITs et DITs

résiduels sont dégradés et l'iodure libéré. La T3  et la T4 traversent ensuite la membrane basale des

cellules folliculaires vers les capillaires sanguins, par diffusion (Abraham et Laura, 2015) ou à l'aide

de transporteurs membranaires (Friesema et al., 2008, Brix et al., 2011). Une fois dans la circulation

sanguine, les HTs sont transportées jusqu'aux organes cibles par des protéines de liaison (voir partie

I.2.1). En plus de la T4 et de la T3, une faible proportion d'HTs circulantes peut être présente sous

d'autres formes. Citons les formes T
3
 inversée (reverse T

3
, rT

3 
), 3,5-T2  et 3,3'-T2, qui sont pour la
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plupart issues de réactions catalysées par des désiodases au niveau des tissus périphériques (voir

partie I.2.3.2). Ces formes sont globalement pas ou peu actives, à l'exception de la 3,5-T2 qui peut

activer l'un des récepteurs aux HTs, TRβ (Mendoza et al., 2013, Goglia et al., 2014, Lombardi et

al.,  2015),  et  même activer  la  respiration mitochondriale  de manière efficace (Lombardi  et  al.,

1998) (voir partie III.6.1).
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Figure 3: Axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien. La sécrétion des hormones thyroïdiennes est contrôlée au niveau
de l'hypothalamus et de l'hypophyse. L'hypothalamus produit l'hormone thyréotrope (thyrotropin-releasing hormone,
TRH), une hormone peptidique qui stimule la production de l'hormone thyréostimuline (thyroid-stimulating hormone,
TSH) par l'hypophyse. La TSH atteint la thyroïde par la circulation sanguine, où elle stimule la production des HTs. Au-
delà d'une certaine concentration en HTs dans le sang, les HTs inhibent la production de TRH et de TSH, notamment via
un TRE négatif sur la séquence promotrice du gène codant pour la TRH. Cette boucle de rétrocontrôle est identique
chez l'humain et chez la souris.



I.1.2. Contrôle  de  la  sécrétion  des  HTs par  l'axe  hypothalamo-hypophyso-

thyroïdien

Les HTs jouant un rôle majeur pour le maintien de l'homéostasie générale de l'organisme, il est

indispensable  que  leur  synthèse  et  leur  sécrétion  soient  finement  régulées.  Le  système

neuroendocrinien permet la régulation de la production des HTs par la thyroïde au niveau de deux

régions cérébrales, l'hypothalamus et l'hypophyse. Les actions des trois organes forment ainsi une

boucle  de  régulation,  appelée  axe  hypothalamo-hypophyso-thyroïdien  (Figure  3).  Ainsi,

l'hypothalamus  produit  une  hormone  peptidique,  appelée  hormone  thyréotrope  ou  thyrolibérine

(thyrotropin-releasing  hormone,  TRH),  qui  va  stimuler  les  cellules  de  l'hypophyse  par

l'intermédiaire  d'un  récepteur  membranaire  spécifique,  et  entraîner  la  production  d'une  autre

hormone,  la  thyréostimuline  ou  thyrotropine  (thyroid-stimulating  hormone,  TSH).  La  TSH  est

transportée par la circulation sanguine jusqu'aux cellules folliculaires de la thyroïde, où se trouvent

les principaux récepteurs membranaires de la TSH. En se fixant à son récepteur, la TSH induit une

cascade de signalisation qui aboutit à une augmentation des niveaux d'adénosine monophosphate

cyclique (AMPc) (Figure 2C). La production d'AMPc par les cellules folliculaires stimule alors la

formation  d'HTs,  notamment  par  une  induction  des  symports  sodium/iodure  entraînant  une

augmentation de l'entrée d'ions I-. Les HTs exercent elles-mêmes un rétro-contrôle négatif sur leur

production en inhibant la formation de TSH (Larsen, 1982) et de TRH (Koller et al., 1987) lorsque

leur concentration sanguine dépasse un certain seuil. À l'inverse, une faible concentration en HTs

circulante stimule la production de TRH et de TSH. Au niveau de l'hypothalamus, la T
3
 inhibe en

effet  directement  la  transcription  du  gène  codant  pour  la  TRH en  agissant  sur  son  promoteur

(Lezoualc'h  et  al.,  1992,  Guissouma  et  al.,  1998).  La  T
3
 inhibe  également  plusieurs  protéines

impliquées dans la maturation de la TRH, régulant ainsi la production de l'hormone de manière

indirecte (Perello et al., 2006). 

I.2. Régulations du transport et de la disponibilité en HTs

La T3 est sécrétée en moins grande quantité que la T4 par les follicules thyroïdiens (ratio 1:4 à 1:10

estimés). La demi-vie de la T3 est estimée à moins de 24 heures, là où celle de la T4 est de 5 à 7

jours. Or la T3 possède une plus grande affinité pour les récepteurs nucléaires aux HTs. La T4  est

généralement  considérée  comme une  pro-hormone  qui  nécessite  d'être  activée  en  T3.  Ainsi,  la
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disponibilité périphérique et l'activation des HTs au niveau local doivent être finement régulées

pour assurer l'efficacité de la signalisation thyroïdienne.

I.2.1. Transport sanguin et protéines de liaison

Moins de 1 % des HTs circulantes se trouvent sous leur forme libre et sont directement disponibles

pour  agir  au  sein  des  tissus  cibles.  La  grande  majorité  est  ainsi  transportée  par  des  protéines

plasmatiques. Les variations de concentration en HTs totale observées dans le sang sont largement

dépendantes de changements dans la quantité de ces protéines de liaison. Cependant, les différences

observées dans la concentration de ces protéines entre différents individus ne se traduisent pas par

des  changements  au  niveau  métabolique  (Refetoff,  1989,  Pappa  et  al.,  2015).  Dans  les  cas

pathologiques d'insuffisance ou de mutation en protéines de liaison aux HTs, on peut mesurer un

impact important sur la concentration de T3 et T4 circulantes totales, mais les concentrations de T3 et

T4 libres restent en revanche normales (Stockigt, 1983, Refetoff et al., 1996). On estime donc que

leur fonction principale est  de maintenir  un pool assez important d'HTs circulantes pour que la

quantité de T4 et de T3 libres disponibles puisse rester constante (Sunthornthepvarakul et al., 1998). 

Il existe trois protéines de liaison aux HTs principales : la globuline liant la thyroxine (thyroxine-

binding  globulin,  TBG),  l'albumine,  et  la  transthyretine  (TTR).  L'albumine  est  de  loin  la  plus

abondante des trois, mais son affinité pour les HTs est la plus basse. À l'inverse, la TBG est présente

en bien moins grande quantité dans le sang mais a une affinité très importante pour la T3 et la T4.

Son affinité  pour  la  T4 est  en effet  environ  50 fois  inférieure  à  celle  de la  TTR, et  7000 fois

inférieure à celle de l'albumine (Voir Table 1). La TBG lie ainsi environ 75 % des HTs présentes

dans le sérum. La TTR et l'albumine transportent l'essentiel des HTs circulantes restantes, la TTR

liant principalement la T4 et l'albumine majoritairement la T3. En plus de leur rôle de tampon pour le

maintien d'un taux constant en HTs libres, elles peuvent également avoir un rôle plus direct dans le

transfert des hormones dans les cellules cibles. Cette fonction a en particulier été montrée pour la

TTR, qui possède des récepteurs membranaires et peut être ainsi internalisée (Divino et Schussler,

1990a, Divino et Schussler, 1990b, Kuchler-Bopp  et al., 2000). Les LRP (LDL receptor–related

protein) font par exemple partie de ces récepteurs pouvant internaliser la TTR, comme cela a été

montré sur des trophoblastes humains in vitro (Landers et al., 2013). Alors que l'albumine, la TBG

et la TTR sont synthétisées toutes les trois dans le foie, la TTR est la seule à être également produite

dans le cerveau, au niveau des plexus choroïdes (Stauder et al., 1986) (voir partie I.2.2.2).

Une plus faible proportion des HTs peut également être transportée par des lipoprotéines (Benvenga

et  al.,  1988),  et  principalement  par  les  lipoprotéines  à  haute  densité  (high-density  lipoprotein,
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HDL), qui lient 3 à 6 % des HTs circulantes (Table 1). Les lipoprotéines à faible et très faible

densité  (low-density lipoproteins,  LDL et  very low-density lipoproteins, VLDL),  nommées ainsi

pour leur ratio protéines/lipides plus faible, en lient moins de 0.2 % (Benvenga et Robbins, 1993).

Certaines lipoprotéines peuvent également faciliter l'entrée et la sortie d'HTs des cellules, comme

cela a été montré in vitro (Benvenga et Robbins, 1990, Benvenga et Robbins, 1998).

TBG TTR Albumine HDL

Poids moléculaire (kDa) 54 55 66.5 3000 à 5000

Structure Monomère Tétramère Monomère Particules de 80
à 100 protéines

Nombre de sites de liaison aux HTs 1 2 4 -

Concentration sérique (mg/L) 16 250 40000 400 à 600

Constante d'association à la T4 (M-1) 1x1010 2x108 1.5x106 1x106

Constante d'association à la T3 (M-1) 1x109 1x106 2x105 <1x105

Demi-vie (jours) 5 2 15 -

Proportion approx. de T4 liée 74% 19% 4% 3%

Proportion approx. de T3 liée 73% <3% 18% 6%

Table 1 : Propriétés des principales protéines liant les HTs. Paramètres déterminés chez l'homme. (Refetoff, 2000-

2015, Benvenga et al., 1988)

I.2.2. Régulation de la disponibilité cérébrale en HTs

I.2.2.1. Barrière hémato-encéphalique

Les fonctions  cérébrales sont  dépendantes d'un contrôle particulièrement strict  de l'homéostasie

locale.  Les  oscillations  du  pH  sanguin,  la  présence  éventuelle  d'agents  pathogènes  ou  de

xénobiotiques,  ou  encore  les  variations  de  la  disponibilité  de  certains  nutriments  tels  que  le

potassium, peuvent perturber le fonctionnement normal des cellules du système nerveux central

(SNC).  La  barrière  hémato-encéphalique  (BHE)  constitue  l'une  des  deux  principales  zones

d'échanges moléculaires entre la circulation et les cellules cérébrales. Elle assure une régulation fine

de  l'entrée  des  nutriments  et  des  hormones,  dont  les  HTs,  ainsi  que  l'évacuation  des  déchets

métaboliques ou des neurotransmetteurs en excès (Redzic, 2011).
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La BHE est constituée des cellules endothéliales formant les capillaires sanguins, d'une membrane

basale, de cellules de type péricyte, et des extrémités des prolongements des astrocytes, les pieds

astrocytaires  (Figure  4).  Contrairement  à  la  plupart  des  capillaires  sanguins  en  périphérie,  les

capillaires de la BHE sont non-fenêtrés, c'est-à-dire que les cellules endothéliales qui les constituent

ne possèdent pas de pores cytoplasmiques ni d'espaces intercellulaires. Ces dernières sont à l'inverse

reliées  par  des  jonctions  serrées  et  des  jonctions  adhérentes  qui  restreignent  très  fortement  la

diffusion de molécules circulantes vers les tissus cérébraux. Les péricytes permettent une régulation

supplémentaire  de  l'étanchéité  des  capillaires  grâce  à  leur  capacité  de  phagocytose,  permettant

l'élimination de molécules neurotoxiques qui auraient passé la couche endothéliale. Enfin, les pieds

astrocytaires,  en  contact  étroit  avec  la  membrane  basale  qui  entoure  les  cellules  endothéliales,

récupèrent  les  nutriments  et  permettent  leur  distribution  aux  autres  cellules  du  SNC.  Les  HTs

peuvent ainsi atteindre les cellules cérébrales via les astrocytes, en traversant le cytoplasme des

cellules endothéliales de la BHE.

I.2.2.2. Plexus choroïde et liquide céphalo-rachidien
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Figure  4:  La  barrière  hémato-encéphalique. La  barrière  hémato-encéphalique  (BHE)  correspond  aux  cellules
séparant la circulation sanguine des autre cellules cérébrales au niveau des capillaires sanguins. Elle est constituée de
cellules endothéliales, directement en contact avec le sang, liés entre elles par des jonctions serrées et adhérentes et ne
possédant  pas  de  pores  cytoplasmiques,  limitant  fortement  le  passage  de  molécules  circulantes.  Des  péricytes
permettent une protection supplémentaire grâce à leur activité de phagocytose. Les nutriments traversant la couche de
cellules épithéliale et la membrane basale l'entourant pénètrent dans les pieds astrocytaires, constituants la dernière
couche de la BHE. Les astrocytes peuvent alors les transmettre aux autres cellules du SNC.



Les HTs peuvent également atteindre les cellules cérébrales via le liquide céphalo-rachidien (LCR),

sécrété par des structures appelées « plexus choroïdes ». Les plexus choroïdes sont formés d'un

feuillet de cellules épithéliales liées par des jonctions serrées, de capillaires sanguins et de tissu

conjonctif (Figure  5). Ils sont situés dans chacun des quatre ventricules cérébraux et constituent

avec le LCR une deuxième voie d'échanges moléculaires entre la circulation et les tissus cérébraux.

Les  cellules  du  plexus  choroïde  expriment  fortement  la  TTR,  et  la  sécrètent  dans  le  LCR,

permettant le transport des HTs vers les cellules bordant les ventricules  (Schreiber  et al.,  1990,

Southwell  et  al.,  1993).  La TTR constitue jusqu'à 25 % des protéines présentes dans le  liquide

céphalo-rachidien ventriculaire, où elle lie 80 % de la T
4
 (Herbert  et al., 1986). L'invalidation du

gène codant la TTR chez la souris entraîne une baisse très importante du taux de T
4
 dans le LCR, à

14 % de la concentration constatée dans les souris contrôle  (Palha  et al., 2000, Episkopou  et al.,

1993). 

Deux des ventricules cérébraux, les ventricules latéraux, sont bordés par une région cérébrale où la

neurogenèse  se  maintient  à  l'âge  adulte :  la  zone  sous-ventriculaire  (SVZ)  (voir  partie  II).

Richardson et al. ont montré que l'absence de TTR entraîne une diminution de l'apoptose dans la

zone sous-ventriculaire  de la  souris  adulte,  de façon comparable à ce qui est  observé chez des

animaux  hypothyroïdiens  (Richardson  et  al.,  2007).  Étant  donné  qu'une  partie  importante  des

cellules  post-mitotiques  de  la  SVZ  adulte  entre  habituellement  en  apoptose  chez  l'adulte  en

conditions contrôles (Morshead et van der Kooy, 1992), les auteurs interprètent cette diminution de

la mort cellulaire comme pouvant être la conséquence d'un défaut de prolifération des cellules de la
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Figure 5: Les ventricules cérébraux et le plexus choroïde. Quatre ventricules cérébraux sont présents dans le cerveau
des mammifères : les deux ventricules latéraux, en bordure desquels se trouvent les cellules de la niche neurogénique
appelée zone sous-ventriculaire ; le troisième ventricule,  au niveau duquel se situe l'hypothalamus ; et le quatrième
ventricule,  situé  entre  le  cervelet  et  le  tronc  cérébral.  Les  ventricules  cérébraux sont  remplis  de  liquide  céphalo-
rachidien, sécrété au niveau de structures cellulaires appelées plexus choroïdes. Les plexus choroïdes  sont constitués
d'un  feuillet  de  cellules  épithéliales  liées  entre  elles  par  de  sjonctions serrées,  de  tissu  conjonctif  et  de  capilaires
sanguins. La T4 circulante se fixe sur les protéines de liaison transthyrétine (TTR), fortement exprimées par les cellules
des  plexus  choroïdes,  et  peut  ainsi  pénétrer  dans  le  liquide  céphalo-rachidien.  La  TTR  est  ainsi  essentielle  à  la
disponibilité en HTs au niveau ces cellules bordant les ventricules cérébraux.



niche neurogénique. La TTR a donc une importance toute particulière dans le LCR où elle garantit

une bonne disponibilité en HTs aux cellules bordant les ventricules, et notamment aux cellules de la

SVZ  impliquées  dans  la  neurogenèse  adulte.  Cependant,  l'implication  de  la  TTR  dans  la

différenciation  des  cellules  de  la  SVZ  n'est  pas  encore  connue ;  il  pourrait  notamment  être

intéressant d'étudier le profil d'expression de la TTR dans les cellules de cette zone.

I.2.3. Régulation de la disponibilité cellulaire en HTs

I.2.3.1.Transporteurs membranaires

On a longtemps cru que l'entrée des HTs dans le cytoplasme s'effectuait uniquement par diffusion

passive au travers des membranes. Mais plusieurs études ont démontré l'importance de l'ATP pour

le  transport  intracellulaire  des  HTs,  prouvant  l’existence  de  mécanismes  de  transport  actif  des

hormones  (Rao  et  al.,  1976,  Krenning  et  al.,  1978).  Des  protéines  spécifiques  du  transport

membranaire  des  HTs ont  par  la  suite  été  découvertes.  Elles  appartiennent  principalement  à  la

famille des transporteurs de l'acide monocarboxylique (Monocarboxylate transporters, MCTs) et à

celle des transporteurs des anions organiques (Organic-anion transporting polypeptides, OATPs).

Au sein de la première famille, MCT10 possède une forte affinité pour la T3 et est très largement

distribué dans les tissus de l'organisme (Friesema et al., 2008). Il peut également transporter la T4,

avec une affinité moindre  (Friesema et al., 2008). Cependant aucune mutation de ce gène n'a été

liée  à  une  pathologie  liée  au  métabolisme thyroïdien,  et  son rôle  physiologique reste  encore  à

déterminer  (Müler  et al., 2014). Il est de plus peu exprimé au niveau cérébral (Müler et Heuer,

2014).

Dans la même famille de transporteurs, MCT8 est le transporteur des HTs le mieux caractérisé. Il

est synthétisé dans le foie, le rein, le cœur et le cerveau, où il est présent au niveau des plexus

choroïdes, de la barrière hémato-encéphalique et des neurones (Heuer et al., 2005, Ceballos et al.,

2009, Friesema  et al.,  2006, Braun  et al.,  2011).  Il  a été montré  in vitro que MCT8 permet le

transport de la forme T3 et de la forme T4 avec une affinité similaire (Friesema et al., 2003). Mais au

niveau cérébral il semble que sa fonction soit principalement impliquée dans le transport de la T3,

en tout cas chez la souris (Trajkovic et al., 2007, Ceballos et al., 2009). Certaines mutations du gène

MCT8 chez l'homme sont à l'origine du syndrome d'Allan-Herndon-Dudley, qui se caractérise par

de graves retards psychomoteurs dus à une entrée insuffisante de T3 dans les neurones, et par une

forte concentration plasmatique de T3 (Dumitrescu  et al., 2004, Friesema  et al., 2004). De façon

surprenante, aucun phénotype neurologique particulier n'a en revanche été observé chez des souris
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dont le gène Mct8 a été invalidé (Roberts et al., 2008, Wirth et al., 2009). Ces souris Mct8 knock-

out (Mct8 KO)  présentent  pourtant  une  diminution  très  substantielle  de  l'entrée  de  T3 dans  le

système nerveux central (SNC) (Trajkovic et al., 2007, Ceballos et al., 2009). Mais l'entrée de T4 au

niveau  cérébral  est  en  revanche  peu  impactée,  et  la  concentration  de  T3 cérébrale  n'est  que

légèrement réduite chez ces animaux. Un transporteur autre que MCT8 permet donc nécessairement

le passage de la T4 à travers la BHE ou le LCR chez la souris, expliquant, grâce à une conversion

locale de T4 en T3, l'absence de symptômes neurologiques chez les Mct8 KO.   

Plusieurs transporteurs de la famille des OATPs peuvent prendre en charge les HTs. Parmi ceux-ci,

OATP1C1, qui possède une haute affinité pour la T4 et la rT3, est exprimé presque exclusivement

dans le cerveau chez la souris, au niveau des pieds astrocytaires de la BHE et au niveau des cellules

du plexus choroïde (Müler et Heuer, 2014). Il n'est en revanche pas détecté, ou détecté de façon très

faible, au niveau des cellules de la BHE chez le singe (Ito et al., 2011) et chez l'homme (Roberts et
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Figure  6:  Les  transporteurs  membranaires  des  hormones  thyroïdiennes  dans  les  cellules  du cerveau murin
adulte. Les  cellules de la barrière hémato-encéhalique expriment les transporteurs  OATP1C1 et  MCT8. OATP1C1
permet l'entrée de la T4 circulante dans les astrocytes, tandis que MCT8 permet principalement le transfert de la T3. Les
astrocytes expriment la désiodase de type 2 (DIO2 ou D2), qui permet l'activation de la T4 en T3.  La D2 n'est pas
exprimée par les neurones ou par les oligodendrocytes. Les astrocytes peuvent ensuite transmettre la T3 aux neurones et
aux astrocytes, où elle pourra activer ses gènes cibles. L'entrée de la T3 dans les neurones et les oligodendrocytes se fait
notamment via MCT8, cependant d'autres transporteurs tels que LAT2  pourraient être impliqués. Les transporteurs
permettant la sortie de la T3 des astrocytes n'ont pas encore été  identifiés.



al., 2008). Cette observation a permis d'émettre l'hypothèse selon laquelle la T4 peut être transportée

dans les astrocytes du cerveau murin grâce à OATP1C1, permettant ainsi de compenser l'absence de

MCT8 quand celui-ci  est  inactivé,  ce qui  n'est  pas le  cas chez l'homme.  Cette  hypothèse a  été

confirmée par l'étude de souris doublement KO pour Mct8 et pour Oatp1c1, ces dernières présentant

une forte réduction de l'entrée de T3 comme de T4 dans le CNS, associée à des troubles cérébraux et

locomoteurs similaires à ceux observés chez les patients atteints du syndrome d'Allan-Herndon-

Dudley (Mayerl et al., 2014). Ainsi, chez la souris, la T4 peut être transportée via OATP1C1 dans les

astrocytes, où elle peut par la suite être activée en T3 grâce à l'expression de la désiodase de type 2

(Guadaño-Ferraz et al., 1997, Tu et al., 1999, Bárrez-López et al., 2017) (Figure 6). Cette activation

de la T4 en T3 au niveau astrocytaire permet par la suite une distribution de la T3 vers les cellules

environnantes, les neurones et les oligodendrocytes, notamment via MCT8 (Gereben et al., 2008,

Morte et Bernal, 2014) (Figure 6). OATP1A2 pourrait également jouer un rôle dans le transport de

la T3 et de la T4 au travers de la barrière hémato-encéphalique (van der Deure et al., 2010).

Certains transporteurs d'acides aminés de type L peuvent également participer au transport des HTs.

Parmi eux citons LAT2, qui est exprimé au niveau du plexus choroïde chez la souris au stade post-

natal  (Núñez  et al.,  2014), et  au niveau des astrocytes  (Blondeau  et al.,  1993) et  des neurones

(Chantoux et al., 1995) chez le rat, également en post-natal. LAT2 permet un transport préférentiel

de la T2 et dans une moindre mesure de la T3, mais pas de la T4  (Kinne  et al., 2015). Il pourrait

participer au transport de la T3 dans les neurones en complément de MCT8 durant le développement

embryonnaire murin (Braun et al., 2010). Cependant les données manquent à l'heure actuelle pour

conclure sur un éventuel rôle de LAT2 chez l'adulte.

I.2.3.2.Désiodases

L'activation ou l'inactivation des HTs a lieu en majeure partie au niveau cellulaire grâce à l'action

d'enzymes spécifiques qui catalysent la suppression d'atomes d'iode. Il existe trois désiodases chez

les vertébrés, nommées DIO1, DIO2 et DIO3 (ou D1, D2 et D3). Chacune catalyse la désiodation à

des positions précises des cycles aromatiques des HTs. Ainsi la DIO2 permet la désiodation de

l'anneau externe des HTs, métabolisant principalement la T4 en T3, ce qui correspond à la principale

réaction d'activation des HTs. Elle permet aussi la transformation de la rT3 en 3,3'-T2 et celle de la

T3 en 3,5-T2, composés souvent considérés comme pas ou peu actifs (Bianco, 2011) (Figure 7). La

DIO3 est, elle, spécifique de l'anneau interne, métabolisant la T4 en rT3 et la T3 en 3,3'-T2, deux

réactions d'inactivation des HTs (Bianco, 2011). Enfin la DIO1 permet la suppression des atomes

d'iodes  présents sur les deux anneaux. Elle  est  en conséquence considérée comme une enzyme
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principalement impliquée dans les réactions de dégradation des HTs, permettant aux atomes d'iode

libérés d'être à nouveau utilisés (Darras et al., 2015). 

L'expression  différentielle  des  désiodases  en  fonction  des  tissus  et  des  types  cellulaires  est  un

rouage essentiel  de la signalisation thyroïdienne.  Ainsi la DIO1 fournit  la principale activité de

désiodation au niveau du foie et du rein  (Bates  et al., 1999, Wassen  et al.,  2004), mais aucune

activité de l'enzyme n'a jusqu'à présent été détectée au niveau cérébral, et ce malgré la présence de

son ARN messager dans le cerveau de certains mammifères (Bates et al., 1999, Chan et al., 2002).

A l'inverse, la DIO2 et la DIO3 sont largement exprimées et actives dans le cerveau. La production

de T3 dans le cerveau des mammifères est en majeure partie déterminée par l'activité de la DIO2,

alors que l'expression de la DIO3 protège le cerveau d'un excès de T3 (Guadaño-Ferraz et al., 1997,

Tu et al., 1999). L'expression des deux désiodases peut ainsi varier d'un type cellulaire à l'autre, et

en fonction de la période de développement de l'organisme. Il a par exemple été montré que le
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Figure 7: Désiodation des hormones thyroïdiennes. La désiodase de type 2 (DIO2 ou D2) catalyse la suppression des
atomes d'iode présents sur les anneaux externes des HTs. Elle permet ainsi l 'activation de la T4 en T3, ainsi que la
transformation de la T3 en 3,5-T2 et de la rT3 en 3,3'-T2. La désiodase de type 3 (DIO3 ou D3) n'agit en revanche que
sur l'anneau interne, permettant l'inactivation de la T4 en rT3 et de la T3 en 3,3'-T2. Enfin la désiodase de type 1 (DIO1
ou D1) catalyse la suppression des atomes d'iodes des deux anneaux. Aucune activité de la D1 n'a jusqu'à présent été
détectée au niveau cérébral.



cervelet exprime fortement la DIO3 et faiblement la DIO2 en fin de gestation et jusqu'au jour post-

natal P5, moment à partir duquel le taux d'expression des deux désiodases s'inverse (Peeters et al.,

2013) (voir II.4.1.). 

L'expression de la DIO2 a principalement lieu dans les astrocytes, comme montré  chez les rats

nouveau-nés (Guadaño-Ferraz et al., 1997, Riskind et al., 1987). Il est généralement admis que cette

prédominance de l'expression de la DIO2 au niveau astrocytaire est maintenue à l'âge adulte (Morte

et Bernal, 2014), permettant aux astrocytes de produire de la T3 qu'ils transmettent par la suite aux

neurones. Cela a notamment été montré in vitro grâce à des expériences de co-cultures de neurones

et d'astrocytes issus de gliome et de neuroblastome humains : en présence de T4, les auteurs ont

montré une augmentation de l'activité de la DIO2 et de la production de T3 dans les astrocytes,

entraînant  par  la  suite  une  augmentation  de  la  transcription  de  gènes  cibles  des  HTs dans  les

neurones  (Freitas,  2000).  Mais de façon surprenante,  des souris  Dio2 KO ne présentent que de

légères altérations neurologiques, suggérant l'existence de mécanismes compensatoires  (Galton  et

al., 2007). DIO3 est à l'inverse exprimé dans la membrane des neurones chez le rat nouveau-né

(Escámez et al., 1999) et adulte (Tu et al., 1999). Les neurones semblent donc au moins en partie

dépendants  de  l'activation  de  la  T4 en  T3 par  les  astrocytes,  et  du  transfert  de  la  T3 via  les

transporteurs membranaires  (Rodriguez  et al., 2005, Guadaño-Ferraz  et al., 1999) (Figure  6). Au

niveau neuronal, la T3 pourra alors activer la transcription des gènes cibles de HTs, et sera dégradée

en cas d'excès grâce à l'expression de la DIO3. 

I.2.4. Mécanismes d'action des hormones thyroïdiennes

La signalisation  thyroïdienne  peut  influencer  le  fonctionnement  cellulaire  à  différents  niveaux.

L'activation  et  l'inhibition  de  gènes  cibles  grâce  à  l'interaction  des  HTs avec  leurs  récepteurs

nucléaires  constitue  leur  mode  d'action  le  mieux  décrit.  Si  ces  modulations  géniques  ont

principalement  lieu  au  niveau  du  génome nucléaire,  cela  a  également  été  décrit  au  niveau  du

génome mitochondrial,  où les HTs interagissent avec des récepteurs spécifiques.  Enfin,  les HTs

peuvent aussi agir par des voies de régulation non-génomiques, notamment par l’intermédiaire de

récepteurs membranaires.

I.2.4.1. Actions génomiques

I.2.4.1.1. Récepteurs nucléaires
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Les actions génomiques des HTs ont lieu grâce à leur interaction avec les récepteurs nucléaires aux

HTs (thyroid hormones receptors, TRs). L’existence de protéines liant la T3 au niveau du noyau a

été démontrée dès les années 1970 (Samuels et al., 1974), et leur capacité à moduler l'expression de

gènes cibles a été mise en évidence une dizaine d'années plus tard  (Oppenheimer, 1985). Deux

isoformes des TRs ont par la suite rapidement été identifiés : TRα (Sap et al., 1986, Weinberger et

al., 1986), puis TRβ l'année suivante (Thompson et al., 1987, Sato et al., 1987). 

a. Structure

Comme tous les membres de la super-famille des récepteurs nucléaires, les TRs sont constitués

d'une chaîne polypeptidique organisée en 5 domaines fonctionnels (Ribeiro et al., 1995) (Figure 8).

Le domaine N-terminal (domaine A/B) est un domaine variable en termes de taille et de séquence,

qui donne leur spécificité aux isoformes TRα et TRβ. Il contient plusieurs domaines d'activation,

permettant  la  liaison avec des protéines corégulatrices de l'activité du récepteur. Il  est  suivi du

domaine de liaison à l'ADN (DNA-binding domain, DBD, ou domaine C), hautement conservé entre

les isoformes. Ce dernier est constitué de deux structures en doigts de zinc, qui permettent au TR de

se lier  à l'ADN au niveau de séquences spécifiques appelées « éléments de réponse aux HTs »

(Thyroid response elements, TRE). Le DBD permet également la dimérisation du TR avec un co-

récepteur (Glass, 1994). Le domaine D, ou domaine charnière, donne une certaine flexibilité au

récepteur, et peut également jouer un rôle dans la dimérisation. Le domaine de liaison au ligand

(ligand-binding domain, LBD, ou domaine E), situé avant la région C-terminale (domaine F), est un

domaine très conservé qui permet non seulement la fixation du ligand, mais est aussi essentiel à la

dimérisation et  au recrutement de coactivateurs ou corépresseurs de la  transcription grâce à un

domaine  spécifique,  dit  de  fonction  d'activation  2  (AF2).  Dans  les  cas  d'activation  de  la

transcription  par  la  T3,  la  fixation  du  ligand  sur  le  TR entraîne  le  repliement  de  la  région  C-

terminale, permettant le recrutement de coactivateurs  (Wagner et al., 1995). À l'inverse, lorsque la

T3 n'est pas liée au récepteur (on parle alors d'apo-récepteur, ici d'apo-TR), la partie C-terminale

laisse le site de liaison ouvert, et cette conformation permet le recrutement de corépresseurs.

b. Isoformes

Les deux isoformes des TRs, TRα et TRβ, sont issus de la transcription de deux gènes différents,

Thra et  Thrb, respectivement. Chacun de ces gènes peut générer plusieurs isotypes par épissage

alternatif (Figure 8) : TRα1, TRα2, TRα3, TRΔα1 et TRΔα2 pour Thra, et TRβ1, TRβ2, TRβ3 et

TRΔβ3 pour Thrb. Parmi les isotypes de TRα, seul TRα1 est un récepteur fonctionnel capable de

fixer la T
3
, régulant l'expression de nombreux gènes. TRα2 et TRα3 sont deux variants d'épissage
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qui ne lient pas la T3 et ne régulent pas l'expression de gènes  (Mitsuhashi  et al., 1988). Les deux

formes tronquées  de TRα,  TRΔα1 et  TRΔα2, sont  transcrites à  partir  d'un promoteur  alternatif

interne à Thra (Chassande et al., 1997). Elles ne possèdent pas de domaine N-terminal ni de DBD,

mais peuvent lier certaines formes d'HTs et agir en tant que régulateurs négatifs des HTs (Plateroti

et al.,  2001, Davis  et al.,  2015). Les isoformes TRβ ont des tailles et  séquences différentes au

niveau de leur extrémité N-terminale, mais peuvent toutes lier la T3 (Williams, 2000). La forme

tronquée TRΔβ3 n'a pas de domaine N-terminal ni de DBD, mais possède toujours une activité T3-

dépendante (Williams, 2000, Harvey et al., 2007).

Deux autres formes tronquées de TRα sont présentes dans les mitochondries, p43 et p28 (Wrutniak

et al., 1995, Wrutniak-Cabello et al., 2001), nommées ainsi en raison de leur poids moléculaire de
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Figure 8: Domaines fonctionnels des différents récepteurs aux hormones thyroïdiennes.  Les récepteurs aux HTs
(thyroid receptors, RTs) peuvent comprendre jusqu'à cinq domaines. Le domaine N-terminal (A/B) permet la liaison
avec des corégulateurs, le domaine C ou DBD (DNA binding domain) permet la liaison à la séquence cible d'ADN,
appelée élément de réponse aux HTs (thyroid response element, TRE), et le domaine E ou LBD (ligand binding domain)
permet la liaison du ligand (T3), ainsi que la dimérisation et le recrutement de corégulateurs. Les domaines C et E ont
une séquence en acides aminés très conservée entre les différents TRs. La liaison de la T3 entraîne un changement de
conformation du TR, avec un repliement du domaine F permettant le recrutement de coactivateurs. La conformation
ouverte du domaine F permet en revanche le recrutement de corépresseurs. Tous les isoformes TRβ peuvent lier la T3,
mais TRΔβ3 ne peut pas se fixer à l'ADN. TRα1 est le seul isotype α actif au niveau nucléaire, TRα2 et 3 ne liant pas la
T3 et les formes tronquées  TRΔα1 et 2 liant la T3 mais pas l'ADN. P43 et p28 sont également des variants d'épissage
de TRα, présents au niveau mitochondrial. p43 lie la T3 et permet l'activation de gènes cibles mitochondriaux p28 lie
également la T3 mais pas les TREs, et sa fonction reste encore largement à élucider.



43 et 28 kDa, respectivement. p43 ne possède pas de domaine N-terminal A/B, mais contient bien

un domaine de liaison à l'ADN et un domaine de liaison au ligand (Carazo et al., 2012, Mavinakere

et al., 2012) (Figure  8).  Il reconnaît de manière spécifique les séquences TRE  (Wrutniak  et al.,

1995), et lie la T3 avec une affinité comparable à celle du récepteur TRα1  (Casas  et al., 1999),

permettant  la  synthèse  de  protéines  mitochondriales  et  une  augmentation  de  la  biogenèse

mitochondriale (Wrutniak et al., 1995, Casas et al., 1999, Rochard et al., 2000, Grandemange et al.,

2005, Seyer  et  al.,  2011) (voir  partie III.6.1.).  p28 en revanche ne possède ni  domaine A/B ni

domaine de liaison à l'ADN, mais contient un domaine de liaison au ligand (Wrutniak-Cabello et

al., 2001). Son affinité pour la T3 est plus importante que celle de p43 ou de TRα1 (Pessemesse et

al., 2014), mais l'influence de p28 au niveau mitochondrial reste pour l'heure mal connue.

c. Dimérisation

Les TRs peuvent se lier à l'ADN sous forme de monomères, d'homodimères ou d'hétérodimères

(Lazar  et  al.,  1991).  L'hétérodimérisation  des  TRs  avec  le  récepteur  rétinoïde  X  (retinoid  X

receptor, RXR) semble être la combinaison la plus fréquente (Chatonnet et al., 2012, Ramadoss et

al.,  2014,  Grøtved  et  al.,  2015).  Cette  dimérisation  permet  une  stabilisation  de  la  liaison  du

complexe TR/RXR sur les TREs en absence ou en présence de T3, tandis que les homodimères de

TRs sont déstabilisés en présence de T3 (Yen et al., 1992, Zhang et al., 1992, Wong and Shi, 1995).

RXR est également le partenaire d'hétérodimérisation de nombreux autres récepteurs nucléaires, tels

que le  récepteur  à  la  vitamine D (vitamin  D receptor,  VDR),  PPAR (peroxisome proliferator-

activated receptor) ou encore LXR (liver X receptor). Les TRs et les autres partenaires de RXR

peuvent ainsi entrer en compétition, permettant des phénomènes de régulations croisées entre les

voies de signalisation des différents récepteurs  (Hashimoto  et al., 2006, Araki  et al., 2005). Une

partie des hétérodimères que forme RXR sont dits « permissifs », c'est-à-dire qu'ils permettent aux

ligands des deux partenaires de se fixer (Shulman et al., 2004, Kojetin et al., 2015). Dans ce cas, un

ligand spécifique de RXR peut activer l'hétérodimère même en absence du ligand de son partenaire,

et la liaison du ligand de chaque récepteur provoque une réponse amplifiée (Shulman et al., 2004).

À l'inverse, les hétérodimères TR/RXR sont généralement considérés comme « non-permissifs »,

seul le ligand du TR pouvant se fixer (Forman et al., 1995). Certaines études ont cependant montré

une permissivité partielle du complexe TR/RXR dans certains types cellulaires tels des lignées de

cellules  hypophysaires  ou des  cellules cancéreuses  (Castillo  et  al.,  2004, Mengeling et  Furlow,

2015, Li et al., 2002).
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d. Éléments de réponse aux HTs

Les  éléments  de  réponse  aux hormones  sont  le  plus  souvent  constitués  de  deux  motifs  de  six

nucléotides, situés directement l'un à la suite de l'autre ou séparés de quelques nucléotides. Les

motifs  peuvent  être  configurés  en répétition directe  (direct  repeat,  DR),  en  palindrome inversé

(inverted palindrome,  IP) ou en palindrome (Pal).  Les séquences nucléotidiques cibles des TRs

(TRE)  sont  généralement  composées  de  deux  demi-sites  de  séquence  consensus

A(/G)GGTC(/T/A)A arrangés en tandem  (Williams  et  al.,  1994, Yen, 2001) (Figure  9),  et  sont

habituellement situées dans les régions régulatrices en 5' des gènes cibles des HTs. La configuration

en  répétition  directe  séparée  de  quatre  nucléotides  (DR4)  permet  la  liaison  la  plus  stable  des

hétérodimères TR/RXR (Brent et al., 1992). Dans cette configuration, RXR est positionné en 5' du

TR, ce qui permet au DBD du TR d'interagir avec la séquence cible (Zechel et al., 1994). Les TREs

peuvent parfois être configurés en palindrome inversé avec séparation des deux demi-sites par six

nucléotides  (IP6)  (Williams  et  al.,  1994),  ou  en  palindrome  de  demi-sites  non-séparés  de

nucléotides (Pal0) (Glass et al., 1988), fixant préférentiellement les homodimères et les monomères

de TR, respectivement (Velasco et al., 2007).
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Figure  9:  Les éléments  de réponse aux hormones thyroïdiennes. Les  éléments  de réponse aux  HTs,  ou TREs,
correspondent à à la séquence d'ADN permettant la fixation des TRs. Ils consistent en une séquence consensus de 6
nucléotides A(/G)GGTC(/T/A)A, que l'on simplifie généralement à la séquence AGGTCA par praticité. Les TREs sont
généralement constitués de deux demi-sites, disposés en répétition directe et séparés de 4 nucléotides (DR4), permettant
la fixation de l'hétérodimère TR/RXR ; en palindrome inversé avec séparation par 6 nucléotides (IP6), permettant la
fixation d'homodimères TR/TR ;  ou de palindrome (Pal0), permettant la fixation de monomères. La représentation
graphique du demi-site consensus indique la fréquence relative de chaque nucléotide du TRE, et la hauteur totale à
chaque position correspond au degré de conservation (obtenu sur Genomatix Genome Analyzer).



I.2.4.1.2. Régulation positive

Les gènes dont la transcription est activée par la liaison de la T3 sur un TR contiennent dans leur

région régulatrice un ou plusieurs TRE, que l'on nomme alors « TRE positifs ». Lorsque le TR est

lié au TRE en absence d'hormone, il interagit également avec plusieurs protéines, les corépresseurs,

empêchant  ainsi  la  transcription.  En  revanche,  la  fixation  de  la  T3 sur  son  LBD  change  la

conformation du TR, libérant de nouveaux sites d'interaction protéique et permettant la fixation de

coactivateurs nécessaires à la transcription (Figure 10). La fixation de la T3 permet ainsi au TR de

passer d'une fonction répressive à une fonction activatrice de la transcription. L'absence de TR sur

un TRE positif peut en revanche permettre une expression basale du gène (Havis et al., 2006).

Les corépresseurs (CoRs) de TR sont nommés NCoR (nuclear corepressor, ou NCoR1) et SMRT

(silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors, ou NCoR2). La partie N-terminale

de NCoR et de SMRT permet le recrutement d'un complexe protéique comprenant entre autres la

protéine Sin3 et des histones déacétylases (HDACs), dont l'activité enzymatique est activée par leur

liaison  aux  NCoRs  (Guenther  et  al.,  2001)  (Figure  10).  Les  HDACs  vont  ainsi  induire  une

déacétylation des histones situés en aval du TRE, entraînant un maintien de la chromatine dans une

conformation fermée. La machinerie transcriptionnelle n'a ainsi plus accès à la chromatine et ne

peux pas induire l'expression génique. 

Lorsque la T3 se lie au TR, le complexe CoR ne peut plus interagir de façon optimale avec le

récepteur nucléaire et s'en détache, tandis qu'un complexe de coactivateurs (CoAs) peut être recruté

au niveau du domaine AF2 du TR. Un nombre important de protéines pouvant agir en tant que

coactivateurs  a  été  décrit.  Parmi  celles-ci,  deux  complexes  protéiques  apparaissent  essentiels  à

l'activation  transcriptionnelle :  le  complexe  SRC  (steroid  receptor  coactivator)  et  le  complexe

DRIP/TRAP (vitamin D receptor interacting protein/TR associated protein). Le premier complexe

protéique comprend la protéine SRC1, qui interagit avec le complexe p300/CBP ou pCIP (p300

cAMP  response  element  binding  (CREB)  binding  protein)  et  le  complexe  pCAF  (p300/CBP

associated  factor).  pCAF  a  une  activité  d'histone  acétyltranférase,  permettant  l'acétylation  des

queues des histones, neutralisant leurs charges positives et diminuant ainsi leur affinité pour l'ADN.

Les queues des histones s'écartent alors, ce qui facilite l'ouverture de la chromatine et l'initiation de

la transcription. De plus, pCAF et pCIP interagissent tous les deux avec les facteurs associés aux

protéines de liaison à la TATA box (TATA binding protein (TBP) associated factors, TAFs) et l'ARN

polymerase de type II (ARN pol II), qui composent la machinerie transcriptionnelle. Le complexe

DRIP/TRAP est  également  recruté  au  niveau  du TR liant  la  T3.  Il  est  composé  de  différentes

protéines permettant également le recrutement et/ou la stabilisation de l'ARN pol II. 
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Figure  10: Activation de la transcription par la T3.  En absence de T3,  un complexe protéique inhibiteur  de la
transcription se fixe sur  le  dimère  RXR/TR localisé sur  le  TRE :  c'est  le  complexe corépresseur (CoR),  composé
notamment de NcoR, SMRT, Sin3 et d'histones déacétylases (HDAC). Les histones déacétylés situés en aval du TRE
sont  dans une conformation resserrée,  qui ne permet pas  à la  machinerie transcriptionnelle d'agir  au niveau de la
séquence d'ADN pour faire s'exprimer les gènes cibles. La liaison de T3 au TR induit un changement conformationnel
entraînant  le  relargage  du  CoR,  et  permet  la  fixation  de  protéines  constituant  un  complexe  coactivateur  de  la
transcription (CoA). Il est en particulier composé du complexe SRC, qui interagit avec pCIP et pCAF, et du complexe
DRIP/TRAP. PCAF, pCIP et DRIP/TRAP permettent le recrutement et la stabilisation des protéines de la machinerie
transcriptionnelle au niveau de la TATA box, et notamment de l'ARN polymérase II (ARN pol II). pCAF agit également
en  tant  qu'histone  acétyltransférase.  L'acétylation  des  histones  facilite  l'ouverture  de  la  chromatine  et  permet  la
transcription génique par la machinerie transcriptionnelle.



Parmi les autres protéines pouvant agir en tant que coactivateur, l'histone déacétylase SIRT1 a été

décrite comme pouvant participer à l'activation de la transcription par TRα et TRβ (Suh et al., 2013,

Thakran et al., 2013). Il a en effet été montré que SIRT1 peut être recrutée au niveau de certains

gènes  après  ajout  de T3,  et  qu'une  surexpression  de SIRT1 dans des  cellules  de foie  humaines

permettait une augmentation de l'activation de plusieurs gènes par la T
3
 (Thakran et al., 2013). À

l'inverse, une invalidation du gène codant pour SIRT1 entraîne une réduction de l'activation d'un de

ces  gènes  T3-dépendant,  Cpt1a (carnitine  palmitoyltransferase),  in  vitro et  in  vivo  dans  des

hépatocytes de rat  (Thakran  et al., 2013). Des cellules transfectées avec un plasmide rapporteur

DR4-luciferase et co-transfectées avec un vecteur d'expression de TRα ou de TRβ montrent de plus

une augmentation significative d'activité luciférase en présence de T3 lorsque SIRT1 est également

exprimé par le vecteur, confirmant le rôle de co-activateur de SIRT1 (Suh et al., 2013).

Au niveau des TREs localisés en amont de gènes mitochondriaux, il a été démontré l'existence de

formes tronquées des récepteurs RXR et PPAR (mtRXR et mtPPAR) pouvant interagir avec p43,

induisant ainsi la transcription de gènes cibles sur le génome mitochondrial  (Casas  et al., 2000,

Casas et al., 2003). Mais les complexes protéiques impliqués restent encore à déterminer.

I.2.4.1.3. Régulation négative

Les HTs peuvent également inhiber l'expression de gènes cibles par fixation au TR : on parle alors

de TREs négatifs. Ce processus est particulièrement important dans le cadre du rétrocontrôle de la

sécrétion des HTs au niveau de l'axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien, puisque c'est par ce biais

que les gènes codant la TRH et la TSH sont réprimés  (Bodenner  et al., 1991, Hollenberg  et al.,

1995). Le principe général des TREs négatifs repose sur une activation de la transcription par la

fixation de l'apo-TR sur le TRE, tandis que la liaison de la T3 entraîne son inhibition. Cependant les

mécanismes régissant l'inhibition génique via des TREs négatifs sont moins faciles à appréhender

que ceux des TREs positifs, et restent encore mal compris. Plusieurs mécanismes différents ont

ainsi été décrits.

Plusieurs études suggèrent que les protéines des complexes NcoR et SMRT, ainsi que l'activité de

déacétylation  des  HDACs,  constituants  du  complexe  activateur  au  niveau  des  TREs  positifs,

pourraient également être impliqués dans l'activation de gènes cibles en absence de ligand au niveau

des TREs négatifs, et dans leur régulation négative en présence de T3 (Tagami et al., 1999, Sasaki et

al.,  1999,  Satoh  et  al.,  1999,  Berghagen  et  al.,  2002) (Figure  11A).  D'autres  corépresseurs

interagissent spécifiquement avec le complexe TR-ligand, recrutant eux-mêmes d'autres protéines,

telles que des HDACs, pour inhiber la transcription  (Guissouma  et al.,  2002, Shibusawa  et al.,
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2003) (Figure  11B). La régulation négative peut aussi provenir d'un TRE chevauchant un site de

liaison  d'un  autre  facteur  de  transcription.  Les  deux  facteurs  entrent  alors  en  compétition :  la

fixation du complexe T3-TR peut empêcher la liaison du facteur activateur d'un gène et recruter des

corépresseurs (Villa et al., 2004) (Figure 11C). C'est par exemple par un mécanisme de ce type que

la présence de T3 peut inhiber l'expression d'EGFR, comme cela a été montré dans une lignée de

cellules embryonnaires de drosophile (Xu et al., 1993). Il a en effet été montré dans ce modèle que

le TRE situé en amont du gène Egfr chevauche un site de fixation du facteur de transcription Sp1, et

que la transcription du gène est fortement diminuée en présence de TR et de T3 (Xu et al., 1993). Un
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Figure  11: Régulation négative de la transcription par la T3. (A) Les complexes NcoR et SMRT et les HDAC
peuvent promouvoir la transcription en se fixant sur RXR/TR en absence de ligand au niveau des TRE négatifs (TREn).
En présence de T3, la conformation protéique et le positionnement des complexes change et pourrait ainsi permettre
l'inhibition du gène cible du TREn. (B) Certains complexes coactivateurs (CoA) interagissent spécifiquement avec le
dimère RXR/TR au niveau de TREn, permettant l'expression du gène cible, alors que la liaison du ligand promeut au
contraire la liaison d'un complexe corépresseur (CoR). (C) Certains TRE peuvent être superposés à un élément de
réponse spécifique d'un autre facteur de transcription (TFX-RE). Ainsi l'absence de T3 permet l'interaction du facteur de
transcription TFX et l'expression de son gène cible, tandis que la liaison du complexe RXR/TR-T3 sur le TRE inhibe
l'expression du gène en empêchant la liaison du TFX. (D) Le dimère RXR/TR peut également se fixer au niveau d'un
autre facteur de transcription. Il  peut alors  recruter un complexe CoA en absence de T3, et  un complexe CoR en
présence de T3. (E) Un dernier modèle suggère que le dimère RXR/TR peut lier un complexe CoR sans être lié à un
TRE, empêchant celui-ci d'inhiber l'expression de gènes en amont d'un TFX-RE. En présence de ligand, RXR/TR-T3
recrute le complexe CoA grâce à une plus forte affinité en comparaison de la liaison TFX-CoA, et libère le CoR. Le
gène cible du TFX est alors inhibé.



phénomène similaire peut également avoir lieu lorsque le TRE est très proche de la TATA box : la

fixation  du  TR  empêche  alors  le  recrutement  de  la  TBP, nécessaire  au  fonctionnement  de  la

machinerie transcriptionnelle (Meyer et al., 1997, Kim et al., 1996).  

Le TR peut également moduler indirectement la transcription sans se fixer sur un TRE. Dans ce cas,

le TR se fixe sur un autre facteur  de transcription,  lui-même fixé sur l'ADN. La configuration

protéique  résultante  permet  alors  le  recrutement  de  coactivateurs  en  absence  de  ligand,  et  de

corépresseurs en présence de T3 (Rogatsky et al., 2001, Méndez-Pertuz et al., 2003, Sasaki et al.,

1999) (Figure 11D). Enfin, un dernier modèle suggère la séquestration de corépresseurs par le TR

non lié à l'ADN, empêchant ces derniers de réprimer d'autres gènes (Figure 11E). Cet effet est alors

inversé en présence de T
3
, qui libérerait les corépresseurs pouvant alors se fixer sur d'autres facteurs

de transcriptions liés à l'ADN (Tagami  et al., 1999, Wulf  et al., 2008). Mais ce modèle pose un

problème de spécificité de l'action des HTs et reste controversé. 

I.2.4.2. Actions non-génomiques

En dehors des actions génomiques des HTs via leurs récepteurs nucléaires, il existe d'autres voies

par lesquelles les HTs agissent sur le fonctionnement cellulaire. Ces actions sont généralement plus

rapides à être mises en place et engendrent ainsi les effets les plus précoces de la signalisation

thyroïdienne. Ils peuvent en effet être observés dès les premières minutes ou les premières heures

après exposition des cellules aux HTs (Siegrist-Kaiser et al., 1990). Ces effets sont indépendants de

l'entrée des HTs dans le noyau cellulaire et ont lieu par l'intermédiaire de récepteurs non-nucléaires

aux HTs. Il  a notamment été montré leur importance pour l'activation de voies de signalisation

cellulaire impliquées dans la prolifération et plus généralement la survie cellulaire  (Davis  et al.,

2015). 

I.2.4.2.1. Récepteurs membranaires

La capacité des HTs à se lier à la membrane cellulaire est connue depuis les années 1960 : on savait

alors évaluer l'état thyroïdien des patients en mesurant la quantité de T
3
 liée aux globules rouges

(WALFISH et al., 1961, GOOLDEN et al., 1962). Par la suite a été démontrée la capacité qu'ont la

T
4
 et la T

3
 à augmenter l'activité des pompes calciques (Ca2+-ATPases) situées sur la membrane des

érythrocytes  (Davis  et al., 1983, Mylotte  et al., 1985, Davis  et al., 1989), action ne pouvant par

définition pas être imputée à une activité nucléaire des HTs, ce type cellulaire étant énucléé. Des

expériences in  vitro réalisées  avec  de  la  T4-agarose,  qui  ne  peut  pas  traverser  la  membrane
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cellulaire, ont également permis de mettre en évidence l'activation des protéines intracellulaires de

la  voie  MAP  kinase  (mitogen-activated  protein  kinases,  MAPK,  également  nommée  ERK),

notamment impliquée dans la régulation de la prolifération, via des récepteurs membranaires aux

HTs (Lin et al., 1999a, Lin et al., 1999b). 

Parmi les protéines membranaires pouvant lier les HTs, la mieux caractérisée à ce jour est l'intégrine

αvβ3 (composée des sous-unités αv et β3). Comme les autres intégrines, αvβ3 possède des sites de

liaison spécifiques  à  plusieurs  protéines  de  la  matrice  extracellulaire,  permettant  l'activation  de
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Figure 12: Actions non-génomiques des HTs via les récepteurs membranaires. Les intégrines αvβ3 situées dans la
membrane cellulaire possèdent deux somaines de liaison aux HTs.  Le domaine S1 lie  spécifiquement  la  T3, et  la
domaine S2 peut lier la T3 ou la T4. La liaison de la T3 à S1 entraîne l'activation de PI3K, permettant l'activation de
pompes sodium-potassium (Na,K-ATPases) membranaires. PI3K activée peut également interagir avec TRα, favorisant
l'activation  de  l'Akt  et  la  transcription  de  gènes  cibles  tels  que  Mtor  ou  Hif1α.  L'interaction  PI3K-TRα pourrait
également permettant son transport depuis le cytoplasme vers le noyau



différentes voies de signalisation intracellulaires  (Plow  et  al.,  2000).  Bergh  et  al.  ont  démontré

l'existence d'un site de liaison aux HTs présent spécifiquement sur l'intégrine αvβ3  (Bergh  et al.,

2005). Ce site de liaison aux HTs n'a cependant pas d'homologie ni avec les TRs (Hoffman et al.,

2002, Lin et al., 2011), ni avec les transporteurs membranaires MCT8 et OATP1C1 (Schweizer et

al., 2014, Fu et al., 2013). L'intégrine αvβ3 contient en réalité deux domaines de liaison aux HTs,

S1 et S2, l'interaction avec chacun des domaines ayant des effets spécifiques. αvβ3/S1 reconnaît

exclusivement la T3, dont la fixation permet l'activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), qui

peut s'associer avec TRα dans le cytoplasme (Hiroi et al., 2006) (Figure 12). Cette interaction peut

favoriser  la  phosphorylation  de  la  protéine  Akt,  qui  en  conséquence peut  notamment  entraîner

l'expression de gènes tels que Mtor (mammalian target of rapamycin) (Cao et al., 2005) ou Hif1a

(hypoxia-inducible factor 1), comme montré dans des fibroblastes et des cellules de glioblastome

humains  (Moeller  et al.,  2005, Lin  et al.,  2009). L'activation de PI3K peut également entraîner

l'activation des pompes sodium-potassium (Na,K-ATPases) membranaires (Lei et al., 2009, Lei et

al., 2004). Enfin, l'association de PI3K avec TRα pourrait également jouer un rôle dans le transport

du  récepteur  depuis  le  cytoplasme  vers  le  noyau  (Lin  et  al.,  2009).  αvβ3/S2  lie  quant  à  lui

préférentiellement la T4, mais peut également lier la T3 (Bergh et al., 2005, Lin et al., 2009, Davis et

al.,  2015) (Figure  12).  Son  interaction  avec  les  deux  HTs  entraîne  l'activation  de  la  voie

MAPK/ERK, ce qui permet entre autres le transfert de TRβ1 depuis le cytoplasme vers le noyau

(Lin  et al.,  2009).  Par ailleurs,  l'interaction de la T
4
 avec αvβ3/S2 provoque l'internalisation de

l'intégrine, sans pour autant internaliser la T
4
 (Lin  et al., 2007). Une fois dans le cytoplasme, le

monomère αv pénètre dans le noyau après liaison à un complexe formé de MAPK et p300. Le

complexe  αv/MAPK/p300  peut  alors  se  lier  à  la  région  promotrice  de  plusieurs  gènes  cibles,

activant ainsi l'expression de TRβ1 ou du récepteur aux œstrogènes ERα (Estrogen receptor alpha),

entre autres (Lin et al., 2013) (Figure 12). Ainsi, de nombreuses voies de signalisation et expression

de gènes peuvent être modulés par la T4 et la T3 via le récepteur membranaire αvβ3, y compris pour

favoriser dans un deuxième temps les actions génomiques grâce aux TRs. 

I.2.4.2.2. Régulations non-génomiques dépendantes des TRs

Les  actions  non-génomiques  des  HTs peuvent  également  avoir  lieu  par  l'intermédiaire  de  TRs,

intacts  ou  tronqués,  situés  au  niveau  cytoplasmique.  Kalyanaraman  et  al.  ont  ainsi  démontré

l'existence d'une forme tronquée de TRα de 30kDa, p30, localisée au niveau des radeaux lipidiques

dans les cellules osseuses, in vitro dans des ostéoblastes humains et murins, et in vivo chez la souris

(Kalyanaraman et al., 2014). La fixation de la T3 sur p30 stimule l'entrée de calcium dans la cellule
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dès 10 minutes  d'exposition,  et  active une voie de signalisation menant  à  l'induction des  voies

MAPK/ERK et PI3K/Akt  (Kalyanaraman  et al., 2014). La T4 permet également cette induction,

mais nécessite une concentration 100 à 1000 fois plus élevée que la T3 pour provoquer des effets

comparables (Kalyanaraman et al., 2014).

Dans des cultures d'astrocytes et de neurones de rats, il a été montré que la T4 et la rT3 induisent la

polymérisation et l'assemblage des filaments d'actine dès 20 minutes d'exposition, la T
3
 n'ayant en

revanche aucun effet  (Farwell  et al., 2005, Siegrist-Kaiser  et al., 1990, Leonard et Farwell, 1997,

Farwell et al., 2006). Les actions non-génomiques de la T
4
 et de la rT

3
 peuvent également réguler

l'activité de la DIO2 (Leonard et al., 1981, Visser et al., 1982, Farwell et al., 2006) : dès la première

heure suivant une injection intra-péritonéale de T
4
 ou de rT

3
, l'activité de la DIO2 diminue en effet

dans  le  cerveau  de  rats  (P14)  hypothyroïdiens  (Farwell  et  al.,  2006).  Le  taux  de  DIO2  est

naturellement plus élevé chez les animaux hypothyroïdiens, et ce traitement permet un retour à un

taux équivalent à celui d'animaux euthyroïdiens. En revanche,  une injection de T
3
 ne provoque

aucun changement dans l'activité de la DIO2, même 6 heures après injection (Farwell et al., 2006).

Ces deux actions rapides, sur les filaments d'actine et sur la DIO2, suggèrent l'implication d'un

récepteur non-génomique capable de lier la T4 ou la rT3, mais pas la T3. Il a été suggéré que TRΔα1,

une autre forme tronquée de TRα, puisse remplir ce rôle : TRΔα1 serait en effet présente dans le

cytoplasme des astrocytes et des neurones, et interagirait avec la T4 et la rT3 avec une haute affinité,

mais pas avec la T3 (Senese et al., 2014, Cheng et al., 2010).

Lorsque le récepteur TRβ1 est présent dans le cytoplasme et lie la T3, il peut interagir avec PI3K, et

ainsi initier la voie de signalisation permettant notamment l’expression de HIF1α ou mTOR (Cao et

al., 2005, Moeller et al., 2006). Martin et al. ont plus récemment montré que l'activation de PI3K

issue de la liaison cytoplasmique entre la T3 et TRβ joue un rôle important dans la maturation et la

plasticité synaptiques des neurones de l’hippocampe chez le souriceau (P12-P18)  (Martin  et al.,

2014a). Cependant les gènes régulés dans ces processus et leur mode précis d'activation restent à

découvrir.
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II. La neurogenèse adulte

La neurogenèse  désigne  l'ensemble  des  processus  menant  à  la  formation  de  nouvelles  cellules

fonctionnelles  du  système  nerveux  central  à  partir  de  cellules  souches  neurales.  Le  terme  de

neurogenèse peut parfois être utilisé pour désigner spécifiquement la formation de neurones, en

opposition à la gliogenèse, qui correspond à la génération de cellules gliales. Ici nous utiliserons ce

terme dans son sens plus général, englobant les différentes voies de différenciation des CSNs, vers

un phénotype neuronal ou vers un phénotype glial. 

La  neurogenèse  est  particulièrement  importante  durant  les  phases  de  développement  cérébral

embryonnaire et post-natal, mais persiste également à l'âge adulte chez différentes espèces, dont les

espèces de mammifères. Mais les mécanismes régissant la neurogenèse chez l'adulte, notamment

concernant le choix du destin des CSNs, ne sont encore que partiellement compris. Si l'on sait que

les hormones thyroïdiennes jouent un rôle important dans la prolifération et la différenciation des

CSNs, leur implication dans la détermination du phénotype cellulaire reste par exemple peu étudiée.

Après avoir évoqué l'origine embryonnaire des CSNs, nous détaillerons ici les processus impliqués

dans la neurogenèse adulte et les mécanismes de régulation connus qui y sont associés.

II.1. Neurogenèse  embryonnaire  et  origine  des  cellules  souches  neurales

adultes

La  neurogenèse  embryonnaire  comprend  les  phénomènes  de  prolifération,  de  détermination

(engagement vers un destin neuronal ou glial), de différenciation, de maturation et de migration

cellulaires  permettant  la  formation  du  système  nerveux  au  cours  du  développement.  Chez

l'ensemble  de  Chordés,  un  épaississement  cellulaire  d'origine  ectodermique  se  forme durant  le

développement embryonnaire, constituant la plaque neurale. Au cours de l'étape de neurulation, la

plaque neurale se replie sur elle-même pour former le tube neural, préfigurant le futur système

nerveux  central  (SNC).  Celui-ci  n'est  alors  composé  que  d'une  seule  couche  de  cellules

neuroépithéliales (CNEs). Lorsque la neurogenèse débute, entre les jours embryonnaires E9 et E10

chez  la  souris  et  aux  environs  de  la  huitième  semaine  de  gestation  chez  l'homme,  les  CNEs

deviennent  des  glies  radiaires  (GRs),  cellules  vouées  à  générer  directement  ou  indirectement

l'ensemble des neurones et des cellules gliales du cerveau. Contrairement aux CNEs, les GRs se

divisent de façon asymétrique, chacune générant une GR fille et une cellule à destinée neuronale
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(Figure 13). Ces dernières migrent le long des prolongements des GRs, depuis le ventricule vers la

surface  externe  du  cerveau  (ou  surface  piale),  et  se  différencient  en  neurones.  Les  divisions

asymétriques des GRs vont également donner naissance à des cellules de type progéniteur, qui

prolifèrent dans une région adjacente aux ventricules, la zone sous-ventriculaire (sub-ventricular

zone, SVZ) (Noctor et al., 2004) (Figure 13). Les progéniteurs se divisent alors symétriquement et

génèrent des neurones, qui migrent également vers la surface piale, le long des prolongements des

GRs. Ils peuvent ainsi eux aussi  donner naissance à des neurones au niveau de la surface piale.

Comme présenté dans la Figure 13, les neurones générés au cours du développement embryonnaire

migrent toujours plus loin que les neurones déjà en place : les premiers neurones formés sont ainsi

voués  à  constituer  les  couches  neuronales  les  plus  profondes,  et les  neurones  générés  dans  les
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Figure 13: Étapes de la neurogenèse embryonnaire. Lors de sa formation, le tube neural est uniquement composé de
cellules neuroépithéliales (CNEs) proliférants de façon symétrique. Elles deviennent par la suite des glies radiaires
(GRs) qui ont la capacité de se diviser de façon asymétrique en une GR fille et une cellule migrant vers la surface piale
pour se différencier en neurone de la couche profonde (NP). Les GRs peuvent également générer des progéniteurs (P)
migrant au niveau de la SVZ avant de générer à leur tour des neurones par divisions symétriques.  Certaines GRs
peuvent donner naissance à des GRs basales qui migrent dans la SVZ et effectuent des division asymétriques. Les
neurones générés le plus tardivement migreront à leur tour vers la surface piale, constituant la couche superficielle.
Après cette phase neurogénique a lieu la phase gliogénique, où les GRs  génèrent des macroglies (MG). Traduit de
Paridaen et al., 2014.



phases plus tardives constitueront les couches plus superficielles (Farkas et  Huttner, 2008). Les

prolongements  des  GRs  s'étendent  dans  le  même temps,  permettant  aux cellules  nouvellement

générées de migrer jusqu'à la surface piale. Certaines GRs vont générer des cellules de type glie

radiaire basales (GRbs), qui présentent les mêmes caractéristiques que les GRs à l'exception de leur

localisation : les GRbs sont concentrées au niveau de la SVZ, et non de la zone ventriculaire (Figure

13). La présence de GRbs semble cependant moins fréquente chez la souris que chez le primate

(Hansen  et  al.,  2010,  Betizeau  et  al.,  2013,  Shitamukai  et  al.,  2011).  Après  cette  phase,  dite

neurogénique, du développement cérébral, les divisions des GRs produisent majoritairement des

cellules de type macroglie (oligodendrocytes et astrocytes) : c'est la phase gliogénique. 

Plus le  développement du SNC progresse,  plus  les  GRs ont  tendance à effectuer  des  divisions

symétriques,  générant  deux  cellules  filles  identiques,  et  réduisant  ainsi  le  pool  de  cellules

prolifératives non-engagées. Quelques GRs embryonnaires donnent naissance aux cellules souches

neurales (CSNs) encore présentes dans le cerveau à l'âge adulte (Merkle et al., 2004, Bowman et

al., 2013, Konno et al., 2008, Noctor et al., 2008), en particulier au niveau de l'hippocampe et de la

SVZ chez les  mammifères  (Altman et  Das,  1965b, Doetsch  et al.,  1999b).  Furutachi et  al.  ont

montré  que les  CSNs  adultes  proviennent  en  grande  partie  de  GRs et  CNEs  embryonnaires  à

division  lente,  tandis  que  celles  à  division  rapide  perdent  leur  capacité  proliférative  en  se

différenciant avant l'âge adulte (Furutachi et al., 2015). 

Si  l'importance  d'une  disponibilité  adéquate  en  hormones  thyroïdiennes  lors  de  la  neurogenèse

embryonnaire  est  connue  depuis  longtemps  (Williams,  2008),  les  mécanismes  cellulaires  et

moléculaires impliqués sont encore en cours d'étude,  comme nous le détaillerons dans la partie

II.4.1. On sait en particulier que l'expression des désiodases joue un rôle capital dans la régulation

de la prolifération cellulaire dans la SVZ au cours du développement cérébral, comme cela a été

montré chez le xénope (Fini et al., 2012, Préau et al., 2016). L'importance des HTs sur l'activation

de la prolifération des cellules de la SVZ embryonnaire a également été montrée chez la souris

(Stenzel et al., 2014).

II.2. Niches neurogéniques du cerveau adulte

La persistance d'une neurogenèse dans le cerveau adulte était jugée inexistante durant une grande

partie du XXe siècle. Son existence fut cependant prouvée chez les oiseaux dans les années 1980,

où elle fut associée à la capacité qu'ont les canaris mâles adultes à modifier leur chant au printemps,

au contraire de nombreux autres oiseaux qui gardent leur chant inchangé après la maturité sexuelle
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(Nottebohm, 1985). Cette étude a notamment mis en lumière un contrôle hormonal saisonnier de la

prolifération et de la différentiation neuronale chez cette espèce.  Chez les mammifères, Altman

avait observé l'apparition de nouvelles cellules dans l'hippocampe et les bulbes olfactifs du cerveau

de rat adulte dès les années 1960 (Altman et Das, 1965a) ; cependant il n'avait pas pu établir leur

identité neuronale. Il a fallu attendre les années 1980, 1990 et 2000 pour que le maintien d'une

neurogenèse  dans  le  cerveau murin  adulte  soit  décrite  dans  l'hippocampe (Bayer, 1980,  Bayer,

1983), puis dans la SVZ, depuis laquelle les cellules à destin neuronal migrent vers les bulbes

olfactifs (Lois et Alvarez-Buylla, 1993, Doetsch et al., 1999a, Doetsch et al., 2002). 

Chez l'homme, l'existence de neurones produits à l'âge adulte dans l'hippocampe a été montrée pour

la première fois par Ericksson et al., qui ont tiré parti de l'injection à des fins diagnostiques d'une

substance marquant les cellules en prolifération, le 5-bromo-2-désoxyuridine (BrdU), à des patients

atteints de cancer (Eriksson et al., 1998). La présence de BrdU a été observée dans des cellules de

l'hippocampe des patients décédés, identifiées en tant que neurones et cellules gliales grâce à des

marqueurs spécifiques. Cependant, cette étude n'a pas permis de caractériser la neurogenèse adulte

humaine de façon précise, le nombre de cellules ayant incorporé le BrdU s'étant révélé très variable

d'un patient à l'autre. Cela était notamment dû au fait que l'intervalle de temps entre l'injection du

BrdU et le décès du patient ne puisse pas être standardisé : le BrdU, s'incorporant dans l'ADN lors

de la prolifération et se transmettant aux cellules filles, émet un signal dont la détection se dilue au

cours  des  divisions  successives.  Ainsi,  plus  le  décès  du  patient  intervient  longtemps  après

l'injection, plus le nombre de cellules BrdU+ est important, mais moins il est facilement détectable.

L'âge  des  sujets  s'est  également  révélé  un facteur  de  variabilité,  indiquant  une  évolution  de  la

capacité neurogénique de l'hippocampe au cours du vieillissement. Depuis, un groupe de recherche

a eu l'idée de tirer profit d'un pic de carbone 14 (14C) atmosphérique généré au niveau mondial

durant la guerre froide par les essais nucléaires, dans les années 1950 et 1960. En effet, toutes les

plantes présentes à l'époque ayant absorbé le 14C atmosphérique  par  photosynthèse (absorption de

CO2), celui-ci fut ensuite transmis à toute la chaîne alimentaire, s'intégrant à l'ADN des cellules

nouvellement  formées  dans  l'organisme.  Depuis  l'arrêt  des  tests  nucléaires,  le  taux  de 14C

atmosphérique  a  chuté  de  moitié,  revenant  à  un  niveau  normal.  Une  comparaison  de  la

concentration en 14C présent dans l'ADN des cellules cérébrales de différents patients a ainsi permis

de différencier post-mortem les cellules formées à l'époque de la naissance de l'individu de celles

générées plus tardivement  (Spalding  et al., 2005). Grâce à cette technique, le groupe a montré la

quasi absence de neurones formés à l'âge adulte dans les bulbes olfactifs humains (Bergmann et al.,

2012), contrairement à ce qui est observé chez la souris. Les neurones formés à partir de la SVZ

chez  l'homme  pourraient  en  revanche  migrer  vers  le  striatum  (Ernst  et  al.,  2014),  mais  cette
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question est encore débattue. On estime généralement que la production de neurones originaires de

la SVZ chez l'homme décroît fortement après 18 mois, jusqu'à une disparition presque totale chez

l'adulte  (Sanai  et al., 2011). Cependant, les limites méthodologiques de l'étude de la neurogenèse

chez l'humain  rendent  difficile  toute  conclusion définitive sur  le  sujet.  Bergmann  et  al.  ont  en

revanche confirmé l’existence d'une neurogenèse hippocampale importante chez l'homme, même

chez les sujets âgés (Bergmann et al., 2012), contrastant avec la proportion plus faible de nouveaux

neurones formés dans l'hippocampe murin (Imayoshi et al., 2008). 

Ainsi, l'hippocampe et la SVZ sont généralement considérés comme les deux principales zones ‒ ou

niches ‒ neurogéniques présentes chez les mammifères adultes. Elles peuvent produire à la fois des

neurones  et  des  cellules  gliales  en conditions  physiologiques.  En conditions  pathologiques,  par

exemple suite à une lésion cérébrale, la neurogenèse au niveau de ces deux zones peut être mise à

contribution chez les individus atteints. Le ratio neurones/glies des cellules nouvellement formées

peut ainsi être modifié, par exemple en cas de destruction de la myéline (formée par les cellules

gliales de type oligodendrocyte). Les voies de migration sont alors adaptées pour recoloniser la

région lésée (Nait-Oumesmar et al., 2007, Stidworthy et al., 2003, Patrikios et al., 2006). Enfin, il

est à noter que si la production de neurones chez l'adulte est restreinte aux zones neurogéniques, la

gliogenèse peut aussi avoir lieu dans d'autres régions du cerveau. En effet, des précurseurs gliaux à

grandes  capacités  prolifératives  migrent  en  fin  d'embryogenèse  dans  les  différentes  couches

cérébrales, et peuvent générer de nouveaux astrocytes et de nouveaux oligodendrocytes, qui vont

persister  à  l'âge  adulte.  Ce  sont  des  précurseurs  oligodendrocytaires  (OPCs,  oligodendrocyte

precursor cells) dits « résidents », par opposition aux OPCs nouvellement générés à partir des zones

neurogéniques chez l'adulte (Ge et al., 2012, Richardson et al., 2011). 

II.2.1. L'hippocampe

L'hippocampe joue un rôle central dans les processus de mémoire à court et à long terme, associés à

l'apprentissage, à la formation des souvenirs ou encore à la mémoire spatiale. Cette structure est

particulièrement  atteinte  dans  la  maladie  d'Alzheimer,  connue  comme  étant  associée  à  une

perturbation de la neurogenèse (Demars et al., 2010, Lazarov et Marr, 2010). 

L'hippocampe se forme au niveau embryonnaire à partir d'un repliement de la zone ventriculaire. Il

est  composé de deux structures,  la  corne  d'Ammon et  le  gyrus  denté,  où  des  cellules  souches

neurales (CSNs, ou cellules de type 1), présentes dans une couche cellulaire nommée zone sous-

granulaire (subgranular zone, SGZ), permettent la formation de nouveaux neurones (Figure 14A).

Une fois passées du stade quiescent au stade activé (c'est-à-dire prolifératif), les CSNs deviennent
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Figure 14:  Neurogenèse hippocampale et sous-ventriculaire chez la souris adulte. La neurogenèse chez l'adulte a
principalement  lieu dans  deux niches  neurogéniques:  le  gyrus denté  de l'hippocampe et  la  zone sous-ventriculaire
(SVZ). (A) La neurogenèse hippocampale a lieu à partir des cellules souches neurales (CSNs) présentes dans la zone
sous-granluaire  (SGZ) du gyrus  denté.  Elles  génèrent  des  progéniteurs  par  division  asymétrique.  Les  progéniteurs
s'engagent principalement vers la voie neuronale. Également par divisions asymétriques, ils produisent des neuroblastes
qui migrent le long des prolongements des CSNs et se différencient en neurones au niveau de la couche des cellules
granulaires (GCL). Moins de 10 % des CSNs se différencient en astrocytes (non-représentés). (B) Les CSNs de la SVZ
sont  en  contact  avec  le  liqui  céphalo-rachidien  des  ventricules  latéraux  et  avec  les  capillaires  sanguins.  Une fois
activées, elles prolifèrent lentement puis génèrent des progéniteurs à prolifération rapide par division asymétrique. Les
progéniteurs vont principalement se déterminer en neuroblastes, qui migrent depuis la SVZ vers les bulbes olfactifs le
long de la voie de migration rostrale (RMS). Environ 10 % des CSNs de la SVZ s'engagent vers la voie gliale. CS :
capillaire sanguin ; CSNq : cellules souche neurale quiescente ; CSNa : cellules souche neurale activée ; IML : couche
moléculaire interne (inner molecular layer) ; V : ventricule ; VZ : zone ventriculaire.



des progéniteurs (transit amplifiying progenitors, TAPs, ou cellules de type 2), qui se différencient

le  plus  souvent  en neuroblastes  (ou cellules  de type 3),  puis maturent  en neurones excitateurs.

Durant la différenciation, les cellules migrent depuis la SGZ vers la couche de cellules granulaires

(granule cell layer, GCL), où la maturation a lieu. Les neurones granulaires projettent alors une

large  arborescence  dendritique  vers  l'extérieur  du  gyrus  denté,  et  étendent  leur  axone  vers  les

neurones pyramidaux présents dans la corne d'Ammon, avec lesquels ils établissent des connexions

synaptiques. Une petite partie des progéniteurs de la SGZ (moins de 10%) se différencie par ailleurs

en astrocytes (Suh et al., 2007), ce qui confirme leur nature multipotente.

Une régulation fine de la neurogenèse hippocampale est  nécessaire afin de trouver un équilibre

entre la  production de neurones  et  le  maintien du pool  de cellules  souches.  Plusieurs voies  de

signalisation moléculaires sont impliquées dans cette régulation. Parmi elles, les voies Wnt, Notch

et sonic hedgehog (Shh) sont essentielles à la prolifération des CSNs et des progéniteurs de la SGZ

(Qu  et  al.,  2010,  Imayoshi  et  al.,  2010,  Lai  et  al.,  2003,  Ferri  et  al.,  2004).  Le  facteur  de

transcription SOX2 est essentiel dans ces processus : il active directement la voie Shh (Favaro et al.,

2009),  et  est  surexprimé  par  la  voie  Notch  dans  les  CSNs  (Ehm et  al.,  2010).  À l'inverse,  la

doublecortin (DCX) est exprimée spécifiquement dans les neuroblastes (Rao et Shetty, 2004), tandis

que PROX1, NeuroD ou encore KLF9 sont nécessaires à la maturation et à la survie neuronales

(Lavado et al., 2010, Gao et al., 2009, Kuwabara et al., 2009, Scobie et al., 2009). 

Les niveaux de prolifération et de différenciation des neurones de l'hippocampe peuvent de plus être

modulés par différents stimuli physiologiques. Ainsi la neurogenèse hippocampale sera augmentée

par l'activité physique (van Praag et al., 1999, Li et al., 2008), par l'apprentissage (Döbrössy et al.,

2003, Drapeau  et al., 2007), par la restriction calorique  (Lee  et al., 2000, Lee  et al., 2002), ou

encore par l'exposition à un environnement enrichi chez les rongeurs (Kempermann et al., 1997). À

l'inverse,  elle sera diminuée suite au stress (Gould  et al.,  1998), ou dans les cas de dépression

(Santarelli  et  al.,  2003,  Malberg  et  Duman,  2003).  L’hypothyroïdisme  régule  également  la

neurogenèse  hippocampale  de  façon  négative :  elle  provoque  une  diminution  de  la  survie  des

progéniteurs et de la différenciation neuronale  (Desouza  et al., 2005, Montero-Pedrazuela  et al.,

2006). L'hypothyroïdisme et les symptômes dépressifs sont d'ailleurs connus pour être souvent liés

(Duntas et Maillis, 2013).

II.2.2. La zone sous-ventriculaire

La zone sous-ventriculaire  ou  SVZ conserve  également  un  pool  de cellules  prolifératives  chez

l'adulte. Située en bordure des deux ventricules latéraux, elle est composée de CSNs multipotentes
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qui,  en  conditions  physiologiques,  génèrent  principalement  des  neurones,  mais  également  des

oligodendrocytes en moindre proportion (Menn et al., 2006). Les CSNs de la SVZ (ou cellules de

type B), d'abord quiescentes, entrent en prolifération lente une fois activées, puis deviennent des

progéniteurs  (transit  amplifying  cells,  TAPs,  ou  cellules  de  type  C)  à  prolifération  rapide.  Les

progéniteurs s'engagent ensuite vers la détermination neuronale ou vers la détermination gliale. En

conditions physiologiques, la plus grande partie des progéniteurs s'engage vers une détermination

en neuroblaste (ou cellules de type A), qui chez la souris migrent le long d'un réseau cellulaire,

appelé flux de migration rostral (rostral migratory stream, RMS), jusqu'aux bulbes olfactifs où ils

achèvent leur différenciation en neurones  (Doetsch  et  al.,  1999a) (Figure  14).  Les progéniteurs

s'engageant vers la voie gliale deviennent quant à eux des précurseurs oligodendrocytaires (OPCs).

Ces derniers migrent sur de courtes distances, principalement vers le corps calleux, qui surplombe

les  ventricules  latéraux,  ou  vers  le  striatum,  adjacent  à  la  SVZ,  et  se  différencient  alors  en

oligodendrocytes myélinisants (Nait-Oumesmar et al., 1999, Menn et al., 2006). 

Si les cellules de la SVZ du cerveau humain ont une organisation structurée en couches cellulaires

bien distinctes les unes des autres (Quiñones-Hinojosa et Chaichana, 2007), ce n'est pas le cas chez

la souris ; mais les différents types cellulaires composant la SVZ murine peuvent malgré tout se

distinguer par leur positionnement au sein de la niche et par leur morphologie (Figure  14B). Une

première  couche  cellulaire  est  constituée  de  cellules  épendymales,  qui  bordent  directement  les

ventricules.  Les  CSNs  sont  situées  juste  en-dessous,  et  possèdent  des  prolongements leurs

permettant  d'être  au  contact  des  vaisseaux  sanguins  cérébraux  (Shen  et  al.,  2008).  Elles  sont

également en contact avec le liquide céphalo-rachidien des ventricules latéraux grâce à la présence

d'un cil primaire, sortant au centre de groupes de cellules épendymales (disposition en « rosace »)

(Tavazoie et al., 2008, Mirzadeh et al., 2008). Les CSNs possèdent les caractéristiques typiques des

astrocytes,  à  savoir,  en  plus  de  leurs  prolongements  connectés  aux  capillaires  sanguins,  un

cytoplasme peu abondant, la présence de grains de glycogène, et la présence de la protéine GFAP

(glial  fibrilary  acidic  protein),  un  des  composants  des  filaments  intermédiaires  de  leur

cytosquelette. Elles se distinguent cependant des astrocytes matures par leur capacité à proliférer et

à  se différencier  (Doetsch  et  al.,  1999a).  Les  progéniteurs,  issus de divisions  asymétriques des

CSNs, ne possèdent plus de prolongements et ont une activité proliférative plus importante que les

CSNs activées. Elles se divisent de manière asymétrique, créant des précurseurs neuronaux (neural

precursor cells,  NPCs), des OPCs, et de nouveaux progéniteurs.  Les neuroblastes nouvellement

générés ont des noyaux plus petits, et migrent le long de la RMS, délimitée par des astrocytes. Ils

gardent une capacité à proliférer faiblement, au contraire des neurones matures.
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Contrairement aux neurones formés dans l'hippocampe, les neurones des bulbes olfactifs provenant

de la SVZ sont de type interneurones inhibiteurs, et permettent une régulation précise des messages

provenant des neurones sensoriels (Lledo et al., 2004). Ils participent ainsi à la mémoire olfactive

chez la souris, notamment importante pour les interactions sociales. La quasi-absence de production

de nouveaux neurones dans les bulbes olfactifs  humains à l'âge adulte  (Bergmann  et al.,  2012)

laisse supposer de moins grandes capacités olfactives que chez les rongeurs, ce qui est fréquemment

admis, même si cette théorie a récemment été remise en cause (McGann, 2017).

Au contraire de la neurogenèse hippocampale, une activation de la neurogenèse sous-ventriculaire

par l'activité physique est longtemps restée controversée, plusieurs études présentant des résultats

contradictoires (Brown et al., 2003a, Blackmore et al., 2012). Cependant, plusieurs études récentes

confirment  l'activation de la  prolifération et  l'augmentation de la  génération de neuroblastes au

niveau de la SVZ de souris et de rat adultes ayant eu accès à une roue (Lee et al., 2016, Mastrorilli

et al., 2017).

II.2.3. Autres niches neurogéniques

Alors que de nombreuses zones neurogéniques sont présentes dans le cerveau de certains vertébrés,

comme par exemple le poisson-zèbre qui en possède plus d'une dizaine (Zupanc et al., 2005, Alunni

et  Bally-Cuif,  2016),  seules  les niches  neurogéniques de la  SGZ et  de la  SVZ sont  clairement

caractérisées chez les mammifères à ce jour. Cependant différentes équipes ont montré que d'autres

régions du cerveau murin adulte pouvaient également avoir une activité de neurogenèse.

II.2.3.1. L'hypothalamus

La formation de nouveaux neurones dans l'hypothalamus du cerveau adulte a été montrée chez le rat

(Evans  et al., 2002, Markakis  et al., 2004) et la souris (Kokoeva  et al., 2005, Lee  et al., 2012a).

L'hypothalamus est une structure située au-dessus du tronc cérébral, de part et d'autre de la base du

troisième ventricule (Figure 15 et 3), et est en relation fonctionnelle étroite avec l'hypophyse sous-

jacente. Par l'intégration de plusieurs signaux périphériques et la modulation de la sécrétion des

hormones hypophysaires, il joue un rôle central dans la reproduction et la régulation de nombreux

processus  métaboliques  (Pierce et  Xu,  2010).  Il  permet  notamment  la  modulation  du  taux

d’hormones thyroïdiennes circulantes au sein de l'axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien, par la

sécrétion  de  l'hormone  thyréotrope  (TRH,  voir  partie  I.1.2.), mais  également  la  régulation  de

l'appétit  (Schwartz  et al.,  2000) et  de la température corporelle, et participe à la régulation des
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rythmes  circadiens.  Le  troisième  ventricule  est  bordé  par  des  cellules  épendymales  nommées

tanycytes, qui possèdent des caractéristiques similaires aux glies radiaires et  aux CSNs adultes.

Leur pôle apical est en effet en contact avec le liquide céphalo-rachidien et elles expriment des

marqueurs tels que SOX2, Nestin ou GFAP (Haan et al., 2013, Lee et al., 2012a, Li et al., 2012Cai),

tout comme les CSNs de la SVZ et de la SGZ. Les tanycytes expriment de plus des marqueurs de

pluripotence  (Ma et al., 2015, Haan et al., 2013), et ils peuvent former des neurosphères  in vitro

(Robins et al., 2013). Leur rôle de CSNs a été confirmé in vivo grâce à l'utilisation de BrdU révélant

leur capacité proliférative, et par différentes expériences de suivi de lignage cellulaire montrant leur

différenciation et leur migration vers les noyaux arqués, une structure interne de l'hypothalamus

(Lee  et al., 2012a, Robins  et al., 2013, Haan  et al., 2013, Jourdon  et al., 2016, Kokoeva  et al.,

2005). 

En conditions normales, l'hypothalamus produit moins de nouveaux neurones que la SVZ ou la

SGZ  (Migaud  et  al.,  2010).  Mais  des  changements  au  niveau  du métabolisme central  peuvent

modifier  le  taux  de  prolifération  cellulaire  et  la  neurogenèse  hypothalamiques,  permettant  une

adaptation à la nouvelle situation physiologique. C'est par exemple le cas lors de l'acclimatation à

des températures élevées  (Matsuzaki  et al.,  2009) ou aux changements de saisons chez certains

68

Figure  15:   Niches  neurogéniques  adultes  secondaires  :  hypothalamus  et  organes  circumventriculaires.
L'hypothalamus  est  situé  de  part  et  d'autre  du  troisième  ventricule.  Les  tanycytes  bordant  le  troisième  ventricule
expriment des marqueurs de prolifération et de pluripotence, et migrent au sein de l’hypothalamus (noyaux arqués)
pendant  leur  différenciation.  Les  organes  circumventricularies  sont  situés  en  bordure  des  différents  ventricules
cérébraux. Ils peuvent être « sensoriels »  (organe vasculaire de la lame terminale, organe subfornical et area postrema)
ou  « sécréteurs »  (neurohypophyse,  glande  pinéale  et  éminence  médiane).  Ils  possèdes  des  cellules  prolifératives
pouvant se différencier en neurones, mais leur fonction n'est pas encore comprise.



animaux  (Butruille  et al., 2017), ou encore lors de l'exercice physique  (Niwa  et al., 2016). Des

modifications  apparaissent  également lors  de la  prise d'un régime riche en graisses   :  une telle

alimentation entraîne en effet une augmentation de la neurogenèse hypothalamique, qui permet une

limitation de la prise de poids (Kokoeva et al., 2005, Lee et al., 2012a, Nascimento et al., 2016). La

neurogenèse  hypothalamique  semble  donc  également  participer  à  la  régulation  de  la  balance

énergétique (équilibre entre  la  quantité  de calories  ingérées  et  dépensées).  Par ailleurs,  il  a  été

montré que la neurodégénération hypothalamique induit une prolifération et une production accrue

de nouveaux neurones dans cette zone, montrant un potentiel régénératif local similaire à ce qui est

observé dans  la  SVZ et  la  SGZ  (Pierce et  Xu, 2010).  Mais les  mécanismes impliqués  dans  la

régulation de la neurogenèse hypothalamique restent encore largement inconnus. 

On sait en revanche que la signalisation thyroïdienne est modulée au niveau hypothalamique en

réponse à  différentes  conditions  physiologiques  (Mohásik  et  al.,  2011).  La restriction calorique

entraîne par exemple une augmentation de l'expression de la DIO2 dans les tanycytes (Diano et al.,

1998), tandis que la T3 peut stimuler la prise alimentaire via l'hypothalamus (Kong et al., 2004). À

l'instar de leur action au niveau de la SGZ et de la SVZ, on peut supposer que les HTs participent

également à la modulation de la neurogenèse hypothalamique.

Enfin, des liens ont récemment été montrés entre l'hypothalamus et la neurogenèse de la SVZ. Paul

et  al. ont  en  effet  révélé  l'existence  de  connexions  entre  les  prolongements  de  neurones

hypothalamiques et la partie antérieure ventrale de la SVZ chez la souris adulte (Paul et al., 2017).

Les auteurs ont montré que ces connexions peuvent directement moduler la neurogenèse dans cette

sous-région de la SVZ, de façon corrélée avec la faim et la satiété. Ainsi, les changements induits

par différents stimuli physiologiques sur la neurogenèse hypothalamique pourraient être directement

liés  à  des  modifications  de  la  neurogenèse  au  niveau  des  autres  niches  du  cerveau  adulte,  en

particulier au niveau sous-ventriculaire. 

II.2.3.2. Les organes circumventriculaires

Les organes circumventriculaires (OCV) sont des structures situées à la périphérie des ventricules

cérébraux, caractérisées par une absence de barrière hémato-encéphalique : les capillaires sanguins

situés à leur proximité sont fenestrés et ne possèdent pas de jonctions serrées, à la différence des

vaisseaux des  autres  régions  cérébrales  (voir  partie  I.2.2.1.).  Ce sont  ainsi  les  seules  zones  du

cerveau  qui  permettent  des  échanges  directs  avec  la  circulation  sanguine.  Les  OCVs  dits

« sensoriels » (organe vasculaire de la lame terminale,  organe subfornical et area postrema, voir

Figure 15) peuvent détecter les changements de niveaux de sodium sanguin (Hiyama et al., 2004,
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Miyata  et  al.,  2010),  ou  détecter  les  agents  pathogènes  circulants (Chakravarty  et  Herkenham,

2005), et transmettre l'information aux autres régions cérébrales pour réguler le comportement en

conséquence  ou  initier  une  réponse  inflammatoire.  À  l'inverse,  les  OCVs  « sécréteurs »

(neurohypophyse, glande pinéale et éminence médiane) peuvent directement sécréter des hormones

et des glycoprotéines dans le sang (Miyata et Hatton, 2002). Plusieurs études ont montré l'existence

de CSNs prolifératives ayant la capacité de se différencier en neurones dans les OCVs de rongeurs

adultes (Bennett et al., 2009, Hourai et Miyata, 2013), mais la fonctionnalité de cette neurogenèse

n'est pas encore connue. Il pourrait s'agir d'un mécanisme de neuroprotection pour compenser la

vulnérabilité des neurones de ces régions, directement exposés aux substances circulant dans le

sang,  ou  encore  d'un  mécanisme  permettant  l'adaptation  continue  à  de  nouvelles  conditions

physiologiques. 

II.3. Différenciation des cellules souches neurales de la SVZ

Dans  le  cadre  de notre  étude des  mécanismes  régulant  le  choix  de  destin  cellulaire  des  CSNs

adultes, nous nous sommes plus particulièrement consacrés à la neurogenèse sous-ventriculaire. La

SVZ est en effet le modèle d'étude de notre équipe de recherche depuis une vingtaine d'années, nous

donnant  une plus grande expertise  concernant  cette  niche neurogénique.  Elle  a  initialement été

choisie en raison de sa localisation en bordure des ventricules latéraux, permettant une plus grande

accessibilité pour des expériences de transfert de gène in vivo par stéréotaxie. Des injections intra

cérébro-ventriculaires (ICV) de siRNA (small interfering RNA, permettant d'empêcher l'expression

d'un gène spécifique par complémentarité avec la séquence de l'ARN messager) ou de différents

colorants vitaux sont en effet moins invasives dans une cavité naturelle telle que les ventricules

plutôt que dans un tissu « plein » tel que l'hippocampe, permettant de garder des conditions d'études

au plus proche des conditions physiologiques. C'est également par cette approche que nous avons

pu étudier in vivo la respiration mitochondriale  des cellules de la niche grâce à l'utilisation du

marqueur JC-1 (voir Matériels et méthodes et Résultats). 

II.3.1. CSNs quiescentes et activées

Les CSNs de la SVZ sont présentes soit sous forme quiescente (état non prolifératif),  soit sous

forme activée (état prolifératif)  (Li et Clevers, 2010, Codega  et al., 2014). L'usage d'agents anti-

mitotiques (AraC, ionisation aux rayons X ou excès de thymidine tritiée)  in vivo ne réduit que

70



légèrement  le  nombre  total  de  CSNs dans  la  SVZ,  montrant  que  celles-ci  sont  principalement

présentes sous leur forme quiescente (Doetsch et al., 1999b, Shinohara et al., 1997, Morshead et al.,

1994). Les progéniteurs et les neuroblastes ne sont en revanche plus présents dans la niche après un

tel  traitement.  Dans les jours suivant  la fin du traitement,  certaines CSNs quiescentes (CSNqs)

s'activent et permettent une repopulation progressive de la SVZ, redonnant naissance à de nouveaux

progéniteurs et de nouveaux neuroblastes  (Doetsch  et al., 1999b, Daynac  et al., 2013). Ainsi les

CSNqs constituent un pool pouvant générer des CSNs actives (CSNas) à prolifération lente qui, par

divisions asymétriques, génèrent des progéniteurs multipotents à prolifération rapide. 

Plusieurs marqueurs ont été identifiés pour différencier les CSNqs des CSNas. Les CSNs expriment

toutes certains facteurs spécifiques des cellules de type astrocytaire, tels que GFAP (Doetsch, 2003)

ou  GLAST  (Doetsch  et  al.,  1999a).  En  revanche,  seules  les  CSNas  expriment  des  facteurs

spécifiques  des  cellules  en  prolifération,  tels  que  le  récepteur  au  facteur  de  croissance  EGF

(epidermal growth factor receptor, EGFR)  (Doetsch  et al.,  2002, Pastrana  et al., 2009). Peu de

marqueurs  spécifiquement  exprimés  dans  les  CSNqs  ont  en  revanche  été  caractérisés.  Des

expériences  de  tri  cellulaire  (fluorescent-assay  cell  sorting,  FACS)  ont  cependant  révélé  la

possibilité de distinguer les CSNqs des CSNas par l'intensité du marqueur LeX (ou CD15), les

CSNqs correspondant aux cellules LeXbright/EGFR- (Daynac  et al., 2013). Furutachi  et al. ont par

ailleurs montré que l'inhibiteur de la kinase cycline-dépendante p57 (également appelé Kip2 ou

CDKN1C) est nécessaire à la quiescence des CSNs, et qu'une inhibition de son expression favorise

l'activation des CSNs de la SGZ (Kawaguchi  et al., 2013). Une activation de la prolifération des

CSNs de  la  SGZ par  l'activité  physique entraîne  de  plus  une diminution  du nombre  de  CSNs

exprimant p57 (Kawaguchi et al., 2013). L'équipe du Professeur Y. Gotoh, qui a mené cette étude et

avec qui j'ai eu l’opportunité d'échanger et de travailler au cours de mon doctorat, a montré que

cette expression de p57 spécifique des CSNqs est également présente dans la SVZ adulte (donnée

non-publiée). 

Différentes études montrent que les CSNqs et les CSNas sont elles-mêmes constituées de plusieurs

sous-types cellulaires. Codega et al. ont en effet noté en 2014 la co-existence de CSNqs positives et

négatives pour CD133 (ou prominine) (Codega et al., 2014), une glycoprotéine transmembranaire

exprimée sur le cil primaire des CSNs, un marqueur habituellement utilisé en combinaison avec

GFAP pour distinguer les astrocytes matures des CSNs  (Silva-Vargas  et al., 2016). En 2015, une

étude transcriptomique sur cellule unique a confirmé au niveau moléculaire l'existence de plusieurs

sous-types de CSNqs dans la SVZ adulte, mais a également distingué deux sous-populations de

CSNas (Llorens-Bobadilla  et al., 2015). L'étude des quatre catégories de CSNs définies révèle en

particulier une diminution progressive de l'expression de marqueurs spécifiques de la glycolyse et
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de la synthèse lipidique au cours de l'activation, et une augmentation des marqueurs mitotiques,

particulièrement actifs dans les CSNas tardives (Llorens-Bobadilla et al., 2015).

Les processus contrôlant l'activation des CSNs sont encore mal connus. Il a cependant été montré

que les hormones thyroïdiennes (HTs) participent au contrôle de la prolifération des CSNs. En effet,

des souris adultes hypothyroïdiennes présentent une augmentation du nombre CSNs, celles-ci étant

bloquées en phase S du cycle cellulaire (Lemkine et al., 2005). Une injection intra-péritonéale de T3

faite aux animaux hypothyroïdiens permet une reprise du cycle cellulaire, grâce à une régulation

directe du gène  c-myc  (Lemkine  et al., 2005). Il a par ailleurs été montré dans la SVZ de souris

nouveau-nées que la T3 régule négativement l'expression du gène codant la CyclinD1, nécessaire à

la prolifération (Hassani et al., 2007). De plus, les HTs possèdent la capacité d'inhiber l'expression

du gène p57, comme cela a été montré dans des cellules cancéreuses chez la souris  (Wood et al.,

2002). Ainsi, la signalisation thyroïdienne pourrait participer au contrôle de l'activation des CSNs,

potentiellement  par  l'intermédiaire  de  c-myc,  cyclinD1 ou  p57.  Mais  des  résultats  sur  un  autre

modèle de cellules souches adultes, les cellules souches musculaires, montrent que la signalisation

thyroïdienne peut à l'inverse être nécessaire au maintien dans un état de quiescence (Dentice et al.,

2014). Ainsi les mécanismes en jeu sont probablement plus complexes et peuvent dépendre du type

cellulaire et du stade de développement. p57 étant exprimé dans les CSNqs et non dans les CSNas

de la SVZ adulte, l'étude d'un lien entre les HTs et p57 dans l'activation des CSNs constitue une

question intéressante. 

II.3.2. Prolifération,  détermination  et  différenciation  des  CSNs  de  la  SVZ

adulte

La neurogenèse sous-ventriculaire est, tout comme la neurogenèse hippocampale, finement régulée

par des signaux intrinsèques et des signaux extrinsèques. Les voies de signalisation intracellulaire

s'avèrent en effet souvent activées par des facteurs extérieurs à la cellule, pouvant provenir des

cellules environnantes (sécrétions ou interactions cellulaires) ou provenir de la circulation sanguine

(Silva-Vargas  et  al.,  2013,  Silva-Vargas  et  al.,  2016).  L'environnement  cellulaire  est  ainsi

primordial, comme illustré par des expériences de transplantation cellulaire où des précurseurs de la

SVZ génèrent des neurones hippocampaux dans la SGZ, tandis que des précurseurs de la SGZ

génèrent des interneurones olfactifs lorsqu'ils sont transplantés dans la RMS (Suhonen et al., 1996).

Les  signaux  cellulaires  intrinsèques  sont  également  déterminants,  comme  le  montre  la

prédétermination de certaines CSNs de la SVZ à se différencier seulement en certains sous-types

d'interneurones,  quel  que  soit  leur  environnement  cellulaire  (Merkle  et  al.,  2007) (voir  partie
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II.3.3.5.). Les processus impliqués dans le métabolisme cellulaire sont également décisifs pour la

mise en place des spécificités des différents types de cellules de la niche.  Les cellules souches

quiescentes et les cellules prolifératives (cellules souches activées, progéniteurs) ont en effet un

métabolisme interne qui les distingue des cellules matures (Ito et Suda, 2014) : une transition entre

un  métabolisme dit  glycolytique  et  un  métabolisme basé  sur  la  phosphorylation  oxydative  est

nécessaire à la différenciation, comme nous le détaillerons dans la partie III.

II.3.2.1. Marqueurs de prolifération

Certaines protéines sont exprimées spécifiquement dans les cellules prolifératives. Le facteur de

transcription SOX2, largement exprimé dans la SVZ adulte, est ainsi connu comme étant essentiel

aux processus de prolifération et de pluripotence cellulaire. Il est exprimé dans les CSNas et les

progéniteurs, et son expression diminue progressivement au début de la différenciation cellulaire

(Graham et al., 2003, Sikorska et al., 2008, Ferri et al., 2004). Le gène Sox2 est de plus une cible

directe des HTs : notre équipe a en effet montré que la T3 régule négativement son expression dans

la SVZ au cours de la détermination des progéniteurs en neuroblastes, via le récepteur TRα (López-

Juárez et al., 2012). Le récepteur au facteur de croissance épidermique EGFR (epidermal growth

factor receptor) et la Nestin (neuroectodermal stem cell marker) sont également spécifiques des

cellules prolifératives. Ils sont exprimés dans les CSNas et les progéniteurs de la SVZ adulte, et leur

expression diminue au début de la différenciation. Nous avons également montré récemment que

Egfr est réprimé au niveau transcriptionnel par la signalisation thyroïdienne (Remaud et al., 2017)

(voir  Annexe I). L'utilisation d'anticorps dirigés contre SOX2, EGFR et Nestin constitue donc un

moyen privilégié  pour  distinguer  les  CSNas  et  progéniteurs  des  autres  cellules  de  la  SVZ par

immuno-marquage (Figure  16).  La protéine  des  filaments  intermédiaires  GFAP (glial  fibrillary

acidic protein) est, quant à elle, exprimée dans l'ensemble des CSNs, quiescentes ou actives. Mais

sa détection nécessite l'utilisation conjointe d'autres anticorps spécifiques,  afin de distinguer les

CSNs des astrocytes matures, qui expriment également GFAP. 

La protéine-déacétylase sirtuine 1 (SIRT1) est elle aussi connue pour être exprimée dans les CSNs

et les progéniteurs adultes  (Saharan  et al., 2013). On sait de plus qu'elle permet le maintien des

cellules à un stade indifférencié, dans la SVZ comme dans l'hippocampe  (Saharan  et al., 2013).

Confirmant  ces  résultats,  Rafalski  et  al. ont  montré  que  l'inactivation  de  SIRT1  promeut  la

différenciation  des  CSNs  (Rafalski  et  al.,  2013).  Si  les  auteurs  ont  choisi  d'étudier  plus

particulièrement l'induction de la différenciation vers la voie gliale, l'inhibition de SIRT1 entraîne

également  une  augmentation  du  nombre  de  cellules  se  différenciant  vers  la  voie  neuronale,
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confirmant  l'importance  de  l'expression  de  la  sirtuine  aux  stades  cellulaires  précédant  la

détermination  (Rafalski  et al., 2013). SIRT1 favorise de plus le maintien des caractéristiques des

cellules  souches  par  une régulation directe  de SOX2  (Yoon  et  al.,  2014),  mais  aussi  de OCT4

(octamer-binding transcription factor 4) (Williams et al., 2016) et NANOG (Han et al., 2008), deux

autres facteurs de transcription majeurs pour le maintien de la pluripotence. 

II.3.2.2. Destin neuronal

Notre équipe a montré l'importance qu'ont les hormones thyroïdiennes (HTs) pour la différenciation

dans la voie neuronale des CSNs de la SVZ adulte. Des expériences d'immuno-histochimie dans la

SVZ ont en effet permis de révéler que le récepteur aux HTs TRα1 est exprimé dans quelques

progéniteurs SOX2+, et largement exprimé dans les neuroblastes  (López-Juárez  et al., 2012). De

plus,  comme nous  l'avons  déjà  évoqué,  la surexpression  de  TRα1  dans  la  niche  entraîne  une

répression directe de l'expression de  Sox2,  augmentant ainsi le nombre de neuroblastes  (López-

Juárez et al., 2012). En plus de TRα1, les progéniteurs s'engageant vers la voie neuronale expriment

d'autres marqueurs qui les distinguent des autres cellules de la niche. Il est en particulier bien établi

que les neuroblastes migratoires expriment la protéine doublecortine ou DCX (Figure 16). DCX est

nécessaire à la migration des neuroblastes du SNC comme du système nerveux périphérique, durant

le  développement embryonnaire  (Gleeson  et  al.,  1998, des  Portes  et  al.,  1998) comme dans le

cerveau adulte (Gleeson et al., 1999, Francis et al., 1999). L'abréviation « DCX » provient d'ailleurs

de l'observation de la formation d'un « double cortex » chez des patientes portant une mutation pour

le gène  Dcx, situé sur le chromosome X, et provoquant un défaut de migration des neuroblastes

(Gleeson  et  al.,  1998).  DCX stimule  la  polymérisation  des  microtubules  et  les  stabilise  en s'y

associant, permettant la croissance des prolongements des neuroblastes et leur migration (Shmueli

et al., 2001, Brown et al., 2003b). Plusieurs études ont par ailleurs souligné la forte homologie que

DCX possède avec une protéine possédant un domaine de liaison à la calmoduline liant des ions

Ca2+, la DCLK1 (doublecortin-like kinase 1, ou DCAMKL1, doublecortin and calmodulin kinase-

like  1),  également  associée  aux  microtubules  (Sossey-Alaoui  et  al.,  1998,  Sossey-Alaoui  and

Srivastava, 1999, Lin  et al., 2000). Les auteurs de ces études suggèrent ainsi que l'activité de la

DCX pourrait être dépendante de la présence de calcium.

La  glycoprotéine  de  surface  CD24  est  également  nécessaire  à  la  différenciation  neuronale

(Nieoullon  et al., 2005). Des anticorps dirigés contre CD24 sont ainsi couramment utilisés pour

identifier les neuroblastes (Calaora et al., 1996, Turaç et al., 2013), particulièrement dans le cadre

d'expériences  de  tri  cellulaire  par  cytométrie  (FACS,  fluorescent-assay  cell  sorting).  Mais  il  a
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également été utilisé pour identifier les neurones différenciés (Calaora et al., 1996, Pruszak et al.,

2009) : CD24 apparaît donc exprimé durant toute la différenciation neuronale, jusqu'aux neurones

matures.

Parmi les autres marqueurs couramment utilisés pour l'étude de la neurogenèse adulte, on peut noter

PSA-NCAM (neural cell adhesion molecule, post-traductionnellement modifié avec des polymères

d'acide sialique), un autre marqueur bien identifié des neuroblastes (Rousselot et al., 1995). Enfin,

les  marqueurs  TUJ1  (ou  Tubuline  β3)  et  NeuN  font  partie  des  marqueurs  exprimés  plus

tardivement, après le stade neuroblaste. Ils peuvent ainsi permettre de détecter les neurones matures,

dont ceux originaires de la SVZ, présents dans les bulbes olfactifs (Mullen et al., 1992).

Jusqu'à présent les preuves manquaient en revanche quant à l'existence d'un marqueur spécifique

des  stades  plus  précoce  d'engagement  vers  la  voie  neuronale,  correspondant  au  stade  des
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Figure 16:  Spécificité des marqueurs des cellules de la SVZ adulte. GFAP est un marqueur astrocytaire, exprimé par
les astrocytes matures comme les CSNs. Les CSNs activées expriment également SOX2 et EGFR, tout comme les
progéniteurs.  Lorsque les  progéniteurs  s'engagent  vers  la  voie  neuronale  et  deviennent  des  précurseurs  neuronaux
(neuronal precursor cells, NPCs), il expriment DLX2 de façon transitoire. L'expression de CD24, DCX ainsi que celle
du récepteur aux hormones thyroïdiennes TRα augmente progressivement au cours de la différenciation en neuroblaste.
Les  marqueurs  de  neurones  matures  apparaissent  après  la  migration.  Les  précurseurs  oliogodendrocytaires
(oligodendrocyte  precursor  cells,  OPCs)  expriment  les  marqueurs  PDGFRα,  SOX10,  OLIG2  et  NG2.  Tandis  que
PDGFRα et SOX10 ne sont que transitoires, OLIG2 et NG2 continue à être exprimés par les oligodendrocytes (OL) en
cours de différenciation. 



précurseurs neuronaux (neuronal precursor cells, NPCs). Dans la SVZ périnatale, la protéine DLX2

(distal-less homeobox 2) a été décrite comme étant exprimée par les cellules ayant un potentiel de

différenciation vers les deux lignages, neuronal et glial (Marshall et Goldman, 2002). Suh et al. ont

montré chez la souris au jour post-natal P7 que DLX2 promeut la transition cellulaire entre le stade

de CSN et celui des progéniteurs (Suh et al., 2009). Mais la surexpression de DLX2 chez l'adulte a

montré  que  cette  protéine  pouvait  avoir  une  action  pro-neurogénique  dans  la  SVZ  (Jones  and

Connor, 2016). Grâce à des expériences de co-immuno-histochimie réalisées dans la SVZ de souris

adulte,  avec  des  anticorps  anti-DLX2  combinés  à  des  anticorps  dirigés  contre  des  marqueurs

spécifiques des autres types cellulaires de la niche, nous avons montré que l'expression de DLX2 est

spécifique  des  NPCs,  en  faisant  un  marqueur  utilisable  spécifiquement  pour  détecter  ce  type

cellulaire (voir Résultats I) (Gothié et al., 2017a). 

II.3.2.3. Destin Glial

Dans  des  conditions  physiologiques,  la  majorité  des  progéniteurs  de  la  niche  se  détermine  en

neuroblastes tandis que les autres s'engagent vers la voie gliale (Menn et al., 2006). En revanche, en

réponse à une démyélinisation, les NSCs et progéniteurs génèrent massivement de nouveaux OPCs

(Nait-Oumesmar  et  al.,  1999, Brousse  et  al.,  2015,  Rafalski  et  al.,  2013).  La détermination en

cellules gliales se caractérise elle aussi par l'expression de marqueurs cellulaires spécifiques. Ainsi

les OPCs expriment le facteur de transcription SOX10 (SRY-box 10)  (Figure  16) (Britsch  et al.,

2001, Kuhlbrodt et al., 1998), qui peut induire de façon directe l'expression de plusieurs protéines,

parmi lesquelles la connexine 32 (CX32), impliquée dans le formation de la myéline (Scherer et al.,

1995,  Bondurand  et  al.,  2001). L'expression  de  SOX10  est  nécessaire  à  la  formation  des

oligodendrocytes  (Stolt  et al.,  2004) et  promeut le destin oligodendrocytaire,  comme cela a été

montré dans des cultures cellulaires réalisées à partir de CSNs de la SVZ de souris (P5) (Pozniak et

al., 2010). Il s'exprime néanmoins de façon transitoire dans la SVZ adulte puisqu'on ne le retrouve

pas dans les oligodendrocytes (OLs) immatures. Les OPCs de la SVZ expriment aussi le récepteur

cellulaire PDGFRα (platelet-derived growth factor receptor A) (Menn et al., 2006). SOX10 pourrait

participer à la régulation de PDGFRα dans les OPCs de la moelle épinière (Finzsch et al., 2008),

mais une telle régulation n'a pas été montrée dans le reste du SNC. L'expression de PDGFRα a en

revanche été détectée dans des cellules GFAP+ de la SVZ adulte, indiquant qu'il pourrait y être

exprimé de façon légèrement plus précoce que SOX10 (Jackson et al., 2006). Plusieurs études ont

par  ailleurs  montré  que  le  facteur  de  prolifération  EGFR  promeut  la  détermination

oligodendrocytaire  des  cellules  de  la  SVZ  et  la  myélinisation,  aussi  bien  en  conditions
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physiologiques que suite à l'induction d'une démyélinisation (Aguirre et Gallo, 2007, Aguirre et al.,

2007, Gonzalez-Perez  et al.,  2009). Une infusion continue du facteur EGF dans les ventricules

pendant 7 jours entraîne en effet une augmentation du nombre de cellules se différenciant en OLs, et

ce,  aux  dépends  de  la  formation  de  neuroblastes  (Gonzalez-Perez  et  al.,  2009).  Ainsi  une

stimulation accrue de la voie de signalisation de l'EGFR semble être particulièrement favorable au

destin oligodendrocytaire. 

Le  facteur  de  transcription  OLIG2  (oligodendrocyte  transcription  factor  2)  est  lui  aussi  bien

identifié en tant que marqueur spécifique du lignage oligodendrocytaire dans le système nerveux

central  (Lu et al., 2000, Zhou et al., 2000). Au milieu des années 2000, deux équipes ont montré

chez  la  souris  adulte  qu'un sous-ensemble  de  cellules  de la  SVZ ayant  des  caractéristiques  de

progéniteurs exprimait également OLIG2, tandis qu'une surexpression du gène  Olig2 bloquait la

formation d'interneurones et promouvait la création de nouveaux oligodendrocytes  (Hack  et al.,

2005,  Marshall  et  al.,  2005).  Les  cellules  de  la  SVZ  engagées  vers  la  détermination

oligodendrocytaire expriment donc OLIG2 dès le stade OPC. OLIG2 est également détecté dans les

cellules originaires de la SVZ qui expriment  O4, un marqueur des oligodendrocytes  immatures

(Sommer et  Schachner, 1981),  montrant  sa persistance jusqu'à ce stade cellulaire  (Menn  et  al.,

2006).  OLIG2  est  par  ailleurs  indispensable  à  l'expression  de  la  chondroïtine  sulfate  NG2

(chondroitin sulfate proteoglycan neuron-glia antigen 2), également exprimée dans les cellules du

lignage glial depuis le stade OPC  (Zhu  et al., 2008, Komitova  et al., 2009, Polito et Reynolds,

2005). Enfin, lors de la maturation des OLs dans le corps calleux et le striatum, plusieurs protéines

spécifiques de la gaine de myéline sont mises en place,  telles que MBP (myelin basic protein),

MOG (myelin oligodendrocyte protein) ou PLP (myelin proteolipid protein). 

Les oligodendrocytes issus de la SVZ peuvent contribuer à la remyélinisation. Après l’ingestion

d'une drogue provoquant une démyélinisation dans le SNC, la cuprizone, on observe chez la souris

des  événements  de  remyélinisation  spontanée.  Ce  modèle  d'étude  est  donc  particulièrement

intéressant pour l'étude des mécanismes impliqués dans la formation de la myéline chez l'adulte.

Plusieurs équipes ont ainsi montré que des OPCs issus de la SVZ migraient vers le corps calleux

après  un  événement  de  démyélinisation,  et  contribuaient  sur  place  à  la  génération

d'oligodendrocytes matures et à la restauration de la myéline  (Xing  et al.,  2014, Brousse  et al.,

2015, Remaud et al., 2017). Si les OPCs résidant près des zones lésées contribuent également à la

remyélinisation, la myéline générée par les OPCs issus de la SVZ est significativement plus épaisse,

indicateur  d'une remyélinisation  plus  efficace  (Xing  et  al.,  2014).  De plus,  nous avons montré

récemment  qu'une  courte  période  d’hypothyroïdisme  durant  la  phase  de  démyélinisation,  qui

correspond au moment où de nouveaux OPCs sont générés, favorise l'engagement des progéniteurs
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de la SVZ vers la voie oligodendrocytaire (Remaud et al., 2017). En comparaison avec les animaux

euthyroïdiens, le corps calleux des souris hypothyroïdiennes présente en effet une remyélinisation

plus efficace,  c'est-à-dire que l'épaisseur de la gaine de myéline est  similaire à celle des souris

n'ayant pas subi de démyélinisation. De plus, des expériences d'électrophysiologie nous ont permis

d'observer un rétablissement plus rapide d'une conduction axonale optimale (Remaud et al., 2017).

Ainsi,  à  l'inverse  de  la  détermination  neuronale  qui  nécessite  une  induction  par  les  HTs,  la

détermination oligodendrocytaire est favorisée par une période d'hypothyroïdisme (Remaud et al.,

2017 ; Gothié et al., 2017a)

II.3.3. Facteurs  extrinsèques  et  voies  de  signalisation  impliqués  dans  la

neurogenèse

II.3.3.1. Voie Wnt

La voie Wnt correspond à une cascade de signalisation très  importante pour  le  développement

cérébral (McMahon et  Bradley, 1990, Zechner  et  al.,  2003, Hirabayashi  et  Gotoh,  2005),  mais

également pour la neurogenèse adulte  (Lie  et al.,  2005, Adachi  et al.,  2007). Les ligands de la

famille  Wnt  sont  des  glycoprotéines  sécrétées,  qui  se  lient  spécifiquement  à  des  récepteurs

membranaires appartenant à la famille Frizzled. Ils peuvent par ce biais activer plusieurs voies de

signalisation intracellulaires, dont la principale est la voie Wnt/β-caténine. L'activation de la voie

Wnt/β-caténine permet l'inhibition de la dégradation de la protéine β-caténine, qui peut alors agir en

tant que co-activateur pour l'induction de plusieurs gènes cibles. 

Les astrocytes du gyrus denté de l'hippocampe sécrètent des protéines de la famille Wnt qui activent

la voie de signalisation dans les CSNs de la SGZ, promouvant la prolifération (Lie et al., 2005) et la

détermination vers un destin neuronal  (Lie  et al., 2005, Kuwabara  et al., 2009). Dans la SVZ, la

surexpression des protéines Wnt3a et Wnt5a, ainsi que la stabilisation de la β-caténine, entraînent

également une augmentation de la prolifération des CSNs chez la souris adulte (Adachi et al., 2007,

Azim et al., 2014b), ainsi que la différenciation neuronale (Yu et al., 2006a, Adachi et al., 2007).

Cependant,  les  travaux  d'Azim  et  al.  ont  montré  qu'une  induction  de  la  voie  Wnt  stimulait

particulièrement la génération d'OPCs (Azim et al., 2014a). Ortega et al. ont également montré une

augmentation du nombre d'oligodendrocytes générés à la suite de l'activation de Wnt3  (Ortega  et

al., 2013), mais leurs résultats semblent indiquer qu'il s'agirait d'une induction de la prolifération

des cellules déjà déterminées vers un lignage OL plutôt qu'une activation de la détermination gliale.
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L'influence de la voie Wnt sur la SVZ adulte semble donc être avant tout importante au niveau de la

prolifération cellulaire, son implication dans le choix de destin cellulaire étant plus controversée.

Les HTs peuvent moduler l'expression de plusieurs gènes cibles de la voie Wnt, soit directement,

soit par le contrôle de l'expression de protéines de la voie de signalisation. Ainsi les HTs peuvent

par exemple inhiber la voie Wnt dans les cellules souches intestinales  (Catalano  et al., 2016), ou

l'activer dans les cellules souches mésenchymateuses  (Fernádez-Pernas  et al., 2016), promouvant

dans les deux cas la différenciation cellulaire. Par ailleurs, les gènes Ccnd1 (codant la Cycline D1)

et  Myc (codant C-myc), réprimés par les HTs dans la SVZ (Lemkine et al., 2005, Hassani  et al.,

2007, López-Juárez et al., 2012), sont également des gènes cibles de la voie Wnt (Shtutman et al.,

1999, Tetsu and McCormick, 1999, He et al., 1998). Ainsi, certaines régulations engendrées par les

HTs dans les cellules de la SVZ pourraient hypothétiquement avoir lieu de façon indirecte via une

modulation de la voie Wnt. Il pourrait donc être intéressant d'étudier les liens entre la signalisation

thyroïdienne et la voie Wnt dans le cadre de la neurogenèse sous-ventriculaire adulte.

II.3.3.2. Voie Notch

La voie Notch est, elle aussi, particulièrement importante pour le contrôle de la prolifération des

CSNs et le choix de destin cellulaire dans le cerveau embryonnaire et adulte (Imayoshi et al., 2010,

Kawaguchi  et al., 2013). Les récepteurs membranaires de la famille Notch sont activés par leur

liaison  avec  les  ligands  transmembranaires  Delta  et  Jagged,  exprimés  à  la  surface  de  cellules

voisines (cellules émettrices du signal Notch). La liaison ligand/récepteur entraîne alors le clivage

du domaine intracellulaire de Notch, NICD (notch intracellular domain), dans le cytoplasme de la

cellule réceptrice du signal (Figure 17). NICD peut alors former un complexe protéique avec RBPj

(recombining binding protein suppressor of hairless) et activer la transcription de différents gènes,

parmi lesquels les gènes codants les protéines de la famille HES (hairy and enhancer of split). 

Durant le développement embryonnaire murin, les précurseurs neuronaux expriment le ligand Delta

DLL1 (delta-like protein 1) à leur surface, activant la signalisation Notch dans les cellules voisines

(Castro et al., 2006). Le complexe NICD-RBPj y induit alors l'expression de HES1 et HES5, qui

vont réprimer la transcription des gènes Dll1,  Ngn2 (neurogenin-2),  Mash1 (mammalian achaete-

scute homolog 1) ou encore Jag1 (jagged 1), nécessaires à la différenciation neuronale (Artavanis-

Tsakonas et al., 1999, Ohtsuka et al., 1999, Castro et al., 2006, Hatakeyama et al., 2004, Kobayashi

et al.,  2009, Lowell  et al.,  2006). Les neurones en développement empêchent ainsi les cellules

voisines de se différencier, permettant le maintien d'un pool de cellules prolifératives indéterminées

(Figure 17).
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Dans la SVZ adulte,  il  a été  montré qu'une inactivation de RBPj entraîne la  différenciation de

l'ensemble des CSNs de la niche en neurones  (Imayoshi  et al.,  2010). La neurogenèse est ainsi

transitoirement  activée,  mais  est  ensuite  stoppée prématurément  en  raison d'un  épuisement  des

CSNs de la niche (Imayoshi et al., 2010), montrant le rôle capital de la voie Notch dans le maintien

du pool de CSNs adultes. De la même façon qu'aux stades embryonnaires, les CSNs de la SVZ

adulte expriment donc le récepteur Notch (isoforme Notch1) à leur surface, permettant l'activation

de la voie par les cellules de la niche exprimant le ligand. Dans les progéniteurs, la signalisation

induite par EGFR peut entraîner l'ubiquitination de Notch1 via une induction de la protéine Numb

(McGill  et  McGlade,  2003, Aguirre  et al.,  2010).  Il  a de plus été  montré qu'une surexpression

d'EGFR dans les progéniteurs induisait une diminution de la signalisation Notch dans les CSNs

environnantes in vitro, indiquant que l'inhibition de la voie Notch via EGFR peut également se faire

de façon intercellulaire  (McGill  et  McGlade,  2003,  Aguirre  et  al.,  2010).  L'action des  facteurs

Notch et EGFR permet ainsi le maintien d'un équilibre entre un pool de CSNs peu prolifératives et

des progéniteurs à prolifération rapide. 
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Figure 17:  Voie Notch dans les cellules de la SVZ. Les cellules à destin neuronal expriment le ligand DLL1 à leur
surface. DLL1 se lie à la protéine NOTCH située à la surface des cellules souches neurales (CSN) de la niche, qui libère
sa partie cytoplasmique NICD. NICD forme un complexe protéique avec RBPj, qui active la transcription des gènes
Hes1 et Hes5, dont les protéines inhibent l'expression de NGN2, Mash1, JAG1 et DLL1. Numb peut inhiber la voie
Notch, notamment dans les progéniteurs.



Notch1 se révèle également exprimé par les neuroblastes dans la SVZ et la RMS, son expression

diminuant au cours de la migration vers les bulbes olfactifs (Givogri et al., 2006, Sun et al., 2013),

tandis que son ligand Jagged1 est exprimé par les CSNs de la niche (Sun et al., 2013). Worlitzer et

al. ont montré qu'un co-répresseur de la voie Notch, NKAP, était exprimé dans les progéniteurs et

les neuroblastes, mais pas dans les CSNs (Worlitzer et Schwamborn, 2014). NKAP pourrait donc

être impliqué dans le contrôle de la voie Notch durant la différenciation neuronale, y empêchant

l'activation des gènes Hes.

Notch1 est par ailleurs exprimé par les OPCs, où il permet la répression de la différenciation en OL

dans le SNC de la souris aux stades embryonnaire et adulte  (Wang  et al., 1998, Genoud  et al.,

2002). Cela n'a cependant pas été montré spécifiquement au niveau de la SVZ à ce jour. La voie

Notch, impliquée dans la prolifération des cellules de la SVZ, pourrait donc également avoir un rôle

dans le choix de destin et la différenciation des cellules de la niche, qui reste cependant à éclaircir.

Les HTs pourraient avoir un rôle important dans la régulation de la voie Notch dans la SVZ adulte.

D'une part, il a en effet été montré que l'action des HTs entraîne une augmentation de l'expression

de HES1 et HES5 dans le cerveau embryonnaire murin (Bansal et al., 2005). D'autre part, les HTs

contrôlent la prolifération et la différenciation des cellules souches intestinales par la modulation

directe de plusieurs acteurs de la voie Notch (Sirakov et al., 2015). Il serait donc particulièrement

intéressant d'étudier l'influence des HTs sur la modulation de la voie Notch dans le cadre de la

neurogenèse adulte.

II.3.3.3. Voie Sonic Hedgehog

La signalisation sonic hedgehog (Shh) est cruciale pour la régulation du développement du système

nerveux central, ainsi que pour le contrôle de la neurogenèse adulte. Shh est une protéine sécrétée

dans le milieu extracellulaire, qui agit par l'intermédiaire d'un récepteur transmembranaire, Patched

(Ptc), et du co-récepteur Smoothened (Smo), présents à la surface des cellules cibles. La liaison de

Shh  à  Ptc  induit  l'activation  d'une  cascade  de  signalisation  s'achevant  par  la  transcription  de

plusieurs gènes, en particulier ceux des protéines de la famille Gli. L'invalidation de Smo entraîne

une réduction  de  la  prolifération  des  progéniteurs  dans  la  SVZ adulte (Machold  et  al.,  2003),

montrant  l'importance  de  la  voie  Shh  dans  ce  processus.  Shh  est  notamment  sécrété  par  une

population  de  neurones  du  cerveau  antérieur  proche  de  la  SVZ,  qui  permet  une  induction  de

l'expression de Gli1 dans les CSNs de la SVZ ventrale (Ihrie et al., 2011). Gli1 joue alors un rôle

dans la  spécialisation des neurones qui en sont issus,  participant  ainsi  à  la  spécification dorso-

ventrale de la SVZ (Ihrie et al., 2011). Shh agit également en tant que molécule chémoattractante,
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un phénomène déterminant pour la migration des neuroblastes vers les bulbes olfactifs (Balordi et

Fishell, 2007, Angot et al., 2008) et pour la croissance axonale (Charron et al., 2003, Okada et al.,

2006).  La  signalisation  Shh  est  par  ailleurs  également  nécessaire  à  la  maturation  des

oligodendrocytes (Wang et Almazan, 2016).

Il a été montré dans des cellules de carcinome basocellulaire (cellules cancéreuses de l'épiderme)

que  la  signalisation  Shh  était  activatrice  de  DIO3  (Luongo  et  al.,  2014),  favorisant  ainsi

l'inactivation des HTs. La signalisation Shh étant particulièrement importante au niveau de la SVZ

ventrale,  la  question se pose d'une action au niveau de la  signalisation thyroïdienne dans cette

région. Shh pourrait favoriser une forte présence de DIO3 dans les cellules de la SVZ ventrale, et

ainsi participer à une régionalisation de l'action des HTs dans la niche. 

II.3.4. Régionalisation de la SVZ

Contrairement à ce qui a longtemps été supposé, les CSNs de la SVZ ne sont pas une population

homogène. On sait en effet aujourd'hui que la SVZ est « régionalisée », c'est-à-dire que différentes

sous-régions  de la  niche contiennent  des  cellules  se différenciant  préférentiellement en certains

types de cellules neurales matures.

Les bulbes olfactifs, où migrent les neuroblastes nouvellement générés, sont composés de différents

types d'interneurones, organisés en différentes couches et ayant différentes fonctions. On distingue

ainsi  6  couches  différentes  dans  les  bulbes  olfactifs  (Figure  18).  Les  nouveaux  interneurones

s'intègrent au niveau de la couche granulaire et de la couche glomérulaire, où ils régulent l'activité

des cellules mitrales, neurones recevant les informations olfactives depuis les récepteurs olfactifs et

les transmettant aux autres régions cérébrales. Les progéniteurs de la région dorsale de la SVZ se

différencient  principalement  en  interneurones  de  la  couche  granulaire  superficielle,  et  en

interneurones  périglomérulaires  de  type  glutamatergiques  (i.e. sécréteurs  du  neurotransmetteur

glutamate) ou dopaminergiques (i.e. sécréteurs du neurotransmetteur dopamine) (Weinandy et al.,

2011). Les CSNs de la SVZ latérale se différencient en revanche principalement en interneurones de

la  couche  granulaire  profonde  et  en  interneurones  périglomérulaires  exprimant  la  calbindin

(protéine  de  liaison  au  calcium)  (Weinandy  et  al.,  2011).  Les  interneurones  périglomérulaires

contrôlent les entrées d'informations sensorielles dans les bulbes olfactifs au niveau des cellules

mitrales,  tandis  que  les  interneurones  granulaires,  généralement  de  nature  GABAergique  (i.e.

sécréteurs  du  neurotransmetteur  inhibiteur  GABA),  contrôlent  les  transferts  d'informations

sensorielles depuis les bulbes olfactifs vers d'autres régions cérébrales. 
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Les voies de signalisation impliquées dans la régulation de la neurogenèse sous-ventriculaire sont

activées de façon différentielle en fonction de la localisation des cellules de la SVZ. Comme nous

l'avons  vu,  la  voie  Shh  est  ainsi  particulièrement  importante  pour  la  spécification  de  la  SVZ

ventrale,  et  ce dès  le  développement embryonnaire  (Ihrie  et  al.,  2011).  Shh apparaît  cependant

également dans la SVZ dorsale durant les premières semaines suivant la naissance chez la souris

(Tong et al., 2015). Il y permet en effet l'expression de GLI1 jusqu'à P14 environ, et y est nécessaire

à  l'oligodendrogenèse.  La  voie  Wnt/β-caténine  est  à  l'inverse  particulièrement  active  au niveau

dorsal dans la SVZ adulte  (Ortega  et al., 2013), où elle semble promouvoir la détermination des

CSNs vers un destin glial (Azim et al., 2014a, Azim et al., 2016).  

La transplantation de CSNs d'une sous-région de la SVZ à une autre ne change pas le choix de

destin  cellulaire,  montrant  l'importance  que  les  facteurs  intracellulaire  ont  aussi  dans  la

détermination (Merkle et al., 2007). Ainsi la régionalisation de la SVZ se traduit également par des

différences  d'expression de  plusieurs  facteurs  de transcription.  L'expression de  NKX2.1 est  par
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Figure 18: Organisation des bulbes olfactifs.  Les informations olfactives sont transmises par les récepteurs situés au
niveau de la fosse nasale, via les nerfs olfactifs, jusqu'aux cellules mitrales situées dans les bulbes olfactifs. Le corps
cellulaire des cellules mitrales est situé dans la couche des cellules mitrales, et leurs prolongements entrent en contact
avec les nerfs olfactifs et les interneurones glomérulaires au niveau de la couche glomérulaire. Les neuroblastes en
provenance de la SVZ migrent jusqu'aux bulbes olfactifs via la RMS, puis migrent à différents niveaux de la couche
granulaire, ou jusque dans la couche glomérulaire (on parle alors d'interneurones périglomérulaires). Ils maturent alors
en différents types d'interneurones, et leurs prolongements entrent en contact avec les cellules mitrales dont ils régulent
l'activité.  Image de coupe de bulbe olfactif  obtenue sur le  Allen Developing Mouse Brain Atlas,  http://www.brain-
map.org.



exemple restreinte à la partie ventrale de la SVZ, GSH2 à la SVZ latérale et EMX1 à la région

dorsale  (Alvarez-Buylla  et  al.,  2008),  permettant  la  définition  des  sous-régions  durant  le

développement embryonnaire comme chez l'adulte.

II.3.5. Influences hormonales

Les facteurs hormonaux agissent également en tant que modulateurs extrinsèques de la neurogenèse

adulte. Les hormones peuvent agir sur les cellules de la niche lorsqu'elles sont présentes dans la

circulation sanguine, en traversant la barrière hémato-encéphalique ou grâce à leur sécrétion dans le

liquide  céphalo-rachidien  (voir  partie  I.2.2.).  Comme  nous  l'avons  déjà  évoqué,  les  hormones

thyroïdiennes (HTs) peuvent agir à la fois sur la prolifération, la différenciation et la maturation des

cellules issues  de  la  niche  neurogénique.  L'influence  et  les  modes  d'action  des  HTs  seront

développés dans la partie II.4. 

D'autres hormones influencent également la neurogenèse. Les glucocorticoïdes, impliqués dans les

mécanismes de régulation de l'inflammation et de la réponse au stress, ont des effets négatifs sur la

neurogenèse. Leur action diminue en effet le nombre de cellules prolifératives dans la SGZ (Gould

et al., 1992, Cameron et McKay, 1999)  et dans la SVZ adultes  (Lau  et al., 2007, Hitoshi  et al.,

2007). Les glucocorticoïdes ont également des effets au niveau métabolique. Ils peuvent notamment

activer  l'expression  de  gènes  impliqués  dans  la  gluconéogenèse  et  l'induction  de  la  glucose-6-

phosphatase, importante dans le processus de glycolyse (voir  partie III.2.1.), comme cela est très

bien caractérisé dans les cellules hépatiques (NORDLIE et ARION, 1965, Garland, 1986). Cet effet

métabolique des glucocorticoïdes pourrait ainsi participer à l'action négative des glucocorticoïdes

sur la neurogenèse adulte. 

La mélatonine, sécrétée par la glande pinéale et impliquée dans la régulation des rythmes circadiens

et saisonniers, affecte les CSNs adultes en modulant leur survie, leur prolifération, leur migration,

leur  différenciation  et  leur  destin  cellulaire  (Sotthibundhu  et  al.,  2010,  Song  et  al.,  2015).  La

sécrétion de la mélatonine est fortement influencée par l'exposition à la lumière, et est 10 à 15 fois

plus importante durant la nuit que durant la journée (Karasek and Winczyk, 2006, Sanders  et al.,

1999).  L'exposition  de  CSNs  de  la  SVZ  adulte  à  la  mélatonine  entraîne  une  induction  de  la

prolifération et de la différenciation cellulaire (Sotthibundhu et al., 2010), tout comme cela a aussi

été montré pour la neurogenèse embryonnaire (Moriya et al., 2007). Elle accroît également la survie

des progéniteurs et neuroblastes (Ramíez-Rodríguez et al., 2009), et promeut la différenciation en

neurones  (Sotthibundhu  et al., 2010). Enfin, la mélatonine a des effets neuroprotecteurs grâce à

l'activation de mécanismes antioxidatifs (Zhang et al., 2014).
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La prolactine,  sécrétée  par  l'hypophyse  et  principalement  connue pour  son implication  dans  la

lactation, joue aussi un rôle dans la réponse immunitaire (Kelley et al., 2007) ou encore la réponse

au stress (Carter et Lightman, 1987, Donner et al., 2007), et influence la neurogenèse (Shingo et al.,

2003). La prolactine promeut la neurogenèse dans la SVZ, et permet l’augmentation du nombre de

nouveaux neurones intégrant les bulbes olfactifs chez la souris adulte (Wang et al., 2013, Larsen et

Grattan, 2012). De façon intéressante, aucune induction de la neurogenèse n'est en revanche visible

au niveau de la SGZ d'animaux injectés avec la prolactine (Wang et al., 2013). Un faible taux de

prolactine durant la gestation provoque une diminution de la neurogenèse dans la SVZ et les bulbes

olfactifs chez la mère (Larsen et Grattan, 2012). Cette baisse de la neurogenèse sous-ventriculaire

est  associée à une plus  forte  anxiété  et  une altération des  comportements  maternels  (Larsen et

Grattan, 2012). 

Les  hormones  sexuelles  peuvent  également  influencer  la  neurogenèse  adulte.  Ainsi,  l’œstradiol

promeut la prolifération dans la SGZ chez le rat  femelle,  tandis que la testostérone promeut la

survie cellulaire dans la  SGZ du rat mâle  (Tanapat  et al.,  2005, Spritzer  and Galea,  2007).  La

castration de rats mâles entraîne une diminution de la prolifération dans la SVZ adulte, qui revient à

un niveau normal dans la SVZ latérale après traitement à la testostérone ou à l'œstradiol (Farinetti et

al., 2015). La castration et le traitement de rats femelles n'induit en revanche aucun changement

significatif  de prolifération dans la  SVZ  (Farinetti  et  al.,  2015).  D'autres  études  ont à  l'inverse

montré une induction de la neurogenèse dans la SVZ après traitements à l'œstradiol (Cheng et al.,

2013, Zheng et al., 2013). Ainsi des différences sont possibles dans la régulation de la neurogenèse

par les hormones sexuelles entre les deux sexes, mais restent encore débattues. 

L'insuline et les facteurs de croissance de type insuline (insulin-like growth factors, IGFs), sécrétés

par le foie, promeuvent aussi la neurogenèse adulte dans la SGZ et dans la SVZ  (Ziegler  et al.,

2012, Lehtinen et al., 2011, Bracko et al., 2012). IGF-1 est ainsi nécessaire à la prolifération des

CSNs, au même titre que le facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor, EGF) et

son récepteur EGFR, ou encore le facteur de croissance des fibroblastes 2 (fibroblast growth factor

2, FGF2) (Aberg et al., 2003, Alagappan et al., 2014).

II.4. Signalisation thyroïdienne au cours de la neurogenèse

II.4.1. Influence des HTs sur la neurogenèse embryonnaire et périnatale
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Les HTs ont un rôle crucial sur le développement cérébral, aux stades embryonnaires et après la

naissance (Berbel et al., 2014, Gothié et al., 2017b) (voir Annexe II). Un hypothyroïdisme maternel

durant le développement fœtal peut ainsi entraîner des déficiences neurologiques irréversibles chez

les petits, pouvant aller jusqu'à un hypothyroïdisme congénital ou un « crétinisme ». Le risque de

développer certaines pathologies telles que la schizophrénie, les déficits de l'attention et désordres

hyperactifs (ADHD) ou encore l'autisme est également augmenté en cas d'hypothyroïdisme durant

la gestation (de Escobar et al., 2007, Haddow et al., 1999, Zimmermann et al., 2008, Román et al.,

2013, Gyllenberg et al., 2016). Un lien entre hypo- ou hyperthyroidie maternelle et une baisse de

quotient intellectuel chez l'enfant a aussi été montré (Korevaar et al., 2016), et une absence totale

d'HTs pendant les 3 premiers mois suivant la naissance entraîne un fort retard mental accompagné

d'anomalies morphologiques cérébrales irréversibles  (Dubuis  et al., 1996, Anderson  et al., 2003,

Koibuchi et al., 2003, Bernal, 2007). On sait en effet aujourd'hui que les HTs sont essentielles pour

la migration et la différenciation des neurones et des cellules gliales, ainsi que pour la myélinisation

et pour la synaptogenèse  (Morreale de Escobar  et al., 2004, Ausó al., 2004, Cuevas  et al., 2005,

Schoonover  et al., 2004).  Les HTs promeuvent aussi l'élongation des prolongements des glies de

Bregmann, un sous-type de GR présent dans le cervelet et nécessaires à la migration neuronale dans

cette région cérébrale, comme montré in vitro sur des cellules cérébelleuses de rat (Martinez et al.,

2011).

Avant  la  naissance,  les  HTs sont  transférées  depuis  la  circulation maternelle  vers la  circulation

embryonnaire  au  niveau  du  placenta,  et  atteignent  le  cerveau  fœtal  depuis  le  plexus  choroïde

(Dratman et al., 1991). Le fœtus est en effet dépendant des HTs produites par la mère jusqu'à ce que

la glande thyroïde fœtale soit fonctionnelle (à partir de la 18e  semaine de gestation chez l'homme,

E17  à  E18  chez  la  souris).  Les  phases  de  prolifération  et  de  migration  de  la  neurogenèse

embryonnaire (voir partie II.1.) ont ainsi principalement lieu avant que la thyroïde du fœtus ne soit

fonctionnelle et  ne produise des HTs  (Bernal  et al.,  2003).  Plusieurs études chez le rat  ont par

exemple  montré  qu'un  hypothyroïdisme  maternel  transitoire  entre  E12  et  E15  (équivalent  aux

semaines 8 à 16 de gestation chez l'homme) pouvait avoir un impact important, encore visible à

l'âge adulte, sur le nombre de neurones et leurs connexions, ainsi que sur leur agencement dans

plusieurs régions cérébrales (Calvo et al., 1990, Ausó et al., 2004, Lavado-Autric et al., 2003). Il a

par ailleurs été montré dans des embryons de xénope que l'expression de la Dio2 au niveau de la

zone ventriculaire  était  corrélée à  la prolifération cellulaire,  suggérant  un rôle  de la T3  dans ce

processus  (Cai and Brown, 2004). La Dio3 limite quant à elle la prolifération dans la SVZ des

têtards de xénope en protégeant les cellules de la niche de la T3, ce qui n'est plus le cas chez les

xénopes post-métamorphiques où la baisse de l'expression de dio3 permet à la T3 de promouvoir la
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prolifération (Préau et al., 2016). Dans le même modèle, un traitement à la T3 promeut également la

différenciation cellulaire via l'inhibition de facteurs de pluripotence (Fini et al., 2012). 

Chez la souris, le cervelet exprime fortement la DIO3 et faiblement la DIO2 en fin de gestation et

jusqu'à P5, puis le taux d'expression des deux désiodases s'inverse (Peeters et al., 2013). Chez des

animaux Dio3-/- (invalidés pour le gène Dio3 sur les deux allèles), le cervelet se développe de façon

prématurée, ce qui empêche une maturation normale du tissu (Peeters et al., 2013). Un phénotype

contrôle est rétabli chez des souris Dio3-/- où le gène du récepteur aux HTs le plus exprimé dans le

cervelet, Thra1, est lui aussi invalidé. L'action de la DIO3 permet donc habituellement de protéger

le cervelet de l'action des HTs à cette période du développement. L'augmentation de la DIO2 après

P5 permet par la suite le développement et la maturation normale du cervelet (Peeters et al., 2013).

À l'inverse, le cortex cérébral en cours de développement exprime de forts niveaux de DIO2 et de

faibles niveaux de DIO3 (Bárrez-López et al., 2017). Au sein des cellules cibles, la DIO2 catalyse

alors la formation de T3 intracellulaire (voir partie I.2.3.2), qui permet l'activation de nombreux

gènes essentiels  au développement du cortex  (Bárrez-López  et al.,  2017).  Ainsi,  une régulation

spatio-temporelle fine de la disponibilité en HTs est nécessaire au développement de différentes

régions cérébrales. 

Un mode d'action non-génomique des HTs sur la prolifération dans la SVZ embryonnaire a par

ailleurs été révélé par Stenzel et al. chez la souris. Après avoir démontré qu'une activation ciblée du

récepteur membranaire αvβ3 promouvait la prolifération des progéniteurs de la SVZ à E14.5, les

auteurs ont en effet montré qu'une injection ICV in utero des embryons avec le composant tetrac

(tetraiodothyroacetic acid), qui inhibe la fixation des HTs sur αvβ3, empêchait toute activation de la

prolifération (Stenzel et al., 2014). En plus des actions intracellulaires révélées par l'importance des

désiodases, l'activation par les HTs d'une voie de signalisation via αvβ3 semble donc également

promouvoir la prolifération dans la SVZ embryonnaire. 

Le  contrôle  de  la  disponibilité  cellulaire  en  HTs  aux  différents  stades  du  développement

embryonnaire  est  donc  particulièrement  important  pour  assurer  une  neurogenèse  optimale,  par

l'action conjointe des transporteurs (voir I.2.3.1), des TRs (principalement TRα1  (Forrest  et al.,

1991), et des désiodases (voir aussi I.2.3.2). 

II.4.2. Influence des HTs sur la neurogenèse adulte

Chez l'adulte, il est bien établi que les HTs ont un rôle essentiel dans la différentiation, la migration

et la maturation des  neuroblastes issus des CSNs (López-Juárez et al., 2012, Kapoor et al., 2012,

Remaud  et  al.,  2014) (voir  Annexe III),  ainsi  que dans  la  maturation des  cellules  gliales  et  la
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myélinisation (Barres  et al., 1994, Calzàt al.,  2015, Farsetti  et al., 1991). Différentes études ont

montré qu'une insuffisance en HTs avait  un impact sur la neurogenèse adulte.  Dans la SGZ de

l'hippocampe,  l’hypothyroïdisme  peut  ainsi  réduire  la  différenciation  neuronale  (Montero-

Pedrazuela  et  al.,  2006),  et  même  diminuer  la  survie  des  progéniteurs  selon  certaines  études

(Ambrogini  et al.,  2005, Desouza  et al.,  2005). La diminution de la disponibilité en HTs réduit

également la prolifération des cellules de la SVZ, ainsi que le nombre de neuroblastes migrants vers

les bulbes olfactifs (voir partie I.2.2.)  (Lemkine et al., 2005, López-Juárez et al., 2012), montrant

l'importance qu'a la signalisation thyroïdienne dans ces processus. En conséquence, on observe une

diminution des capacités olfactives et des interactions sociales chez les rongeurs hypothyroïdiens

(Beard et Mackay-Sim, 1987, Kageyama et al., 2012). Les mécanismes cellulaires impliqués sont

cependant encore mal connus, notamment concernant le rôle des HTs dans la spécialisation des

neuroblastes en différents types d'interneurones.

Les isoformes TRα1, TRβ1 et TRβ2 sont tous les trois exprimés dans la SGZ adulte chez la souris

(Kapoor  et al., 2012, Kapoor  et al., 2015, Kapoor  et al., 2011). TRα1 est en particulier exprimé

dans les neurones immatures de la SGZ, mais pas dans les progéniteurs prolifératifs (Kapoor et al.,

2010, Kapoor et al., 2012, Kapoor et al., 2015). Kapoor et al. observent un phénotype similaire à

celui provoqué par l'hypothyroïdisme, à savoir une diminution de la neurogenèse, chez des souris

TRα2-/- (Kapoor et al., 2010). La suppression de TRα2 entraînant une surexpression de TRα1 (Saltót

al.,  2001), Kapoor  et al. interprètent leur résultat comme la conséquence d'une action de TRα1

principalement sous forme d'aporécepteur, entraînant une inhibition de la transcription des gènes

cibles des HTs. Les auteurs confirment ainsi la nécessité d'une action génomique des HTs sur la

neurogenèse dans la SGZ (Kapoor et al., 2010).

Seule l'isoforme TRα1 a en revanche été détecté dans la SVZ (Kapoor et al., 2015, Lemkine et al.,

2005, López-Juárez et al., 2012). Son expression est présente dans les cellules à destinée neuronale

(NPC DLX2+ et neuroblastes DCX+), mais pas dans les CSNs GFAP+SOX2+ (López-Juárez et al.,

2012). Lemkine et al. ont observé que trois jours après ingestion de BrdU, un intercalant de l'ADN

marquant  les  cellules  en  phase  S  (réplication  de  l'ADN),  la  SVZ  d'animaux  hypothyroïdiens

présentait une plus forte intensité de signal que celle d'animaux contrôle  (Lemkine  et al., 2005).

Cette  différence  d'intensité  indique  une  plus  faible  dilution  du  marquage  BrdU  au  cours  des

divisions  cellulaires  en  hypothyroïdie  que  dans  le  groupe  contrôle,  et  donc  une  prolifération

cellulaire  moindre  (Lemkine  et  al.,  2005).  Des  immuno-marquages  pour  Ki67,  marqueur  de

l'intégralité du cycle cellulaire, ont permis de constater une diminution de la proportion de cellules

BrdU+Ki67+ par rapport aux cellules BrdU+ totales (Lemkine et al., 2005). Les cellules BrdU+, c'est-

à-dire cyclantes au moment de l'ingestion de BrdU, sont donc plus nombreuses à être sorties du
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cycle  cellulaire  chez  les  animaux  hypothyroïdiens,  entraînant  une  accumulation  de  cellules

indifférenciées. L'absence d'HTs tend donc à bloquer les cellules indifférenciées dans leur cycle

cellulaire, montrant leur importance dans le maintien d'une prolifération normale. López-Juárez et

ses collaborateurs ont de plus montré une augmentation de l'expression de  Sox2 dans la SVZ de

souris n'exprimant pas les isoformes codées par le gène Thra (souris TRα0/0)  (López-Juárez et al.,

2012). De même, la vectorisation dans les ventricules latéraux de shRNA dirigés contre l'ARNm de

TRα1 entraîne  une  augmentation  de  l'expression  des  marqueurs  exprimés  par  les  CSNs  et  les

progéniteurs  (SOX2,  Nestin,  Musashi)  et  une  accumulation  de  cellules  progénitrices.  Une

surexpression locale de TRα1 entraîne en revanche une diminution de l'expression de la protéine et

du  gène  codant  SOX2,  et  favorise  la  détermination  vers  un  destin  neuronal.  L'utilisation  d'un

plasmide rapporteur d'une séquence régulatrice située en amont du gène  Sox2,  et  contenant des

TREs, a de plus permis d'établir que la T3 régule de façon directe l’expression du gène en se fixant

sur cette séquence. Ainsi Sox2 est régulé négativement et de façon directe par la T3, via TRα1, et est

progressivement inhibé durant la détermination neuronale dans la SVZ  (López-Juárez et al., 2012). 

Nous avons par ailleurs montré une absence de TRα1 et une forte expression de la DIO3 dans les

OPCs de la SVZ adulte (Remaud et al., 2017). De plus, une absence transitoire d'HTs est favorable

à la détermination des CSNs de la SVZ vers un destin glial, et permet d'augmenter l'efficacité de la

rémyélinisation en cas de lésion (voir  II.3.2.3.,  Résultats  I  et  Annexe I) (Remaud  et al.,  2017 ;

Gothié et al., 2017a). Ces résultats suggèrent que la détermination des progéniteurs de la SVZ en

OPC nécessite la mise en place de mécanismes de protection contre la signalisation thyroïdienne.

Cela pourrait par exemple impliquer l'expression de la DIO3. 

En dehors de la niche neurogénique, il a été montré que les gènes  Thra et  Thrb peuvent tous les

deux être exprimés dès le début de la différenciation des OPCs résidents présents dans le cortex de

souris adultes, d'après la réanalyse faite par J. Bernal de données de séquençage à large échelle

(RNAseq) réalisé par Zhang et al. (Bernal, 2000, Zhang et al., 2014). L'ARNm de Dio2 est de plus

faiblement détecté dans les OPCs résidents  (Bernal, 2000, Zhang  et al., 2014). Les mécanismes

entrant  en jeu dans la  détermination des OPCs de la  SVZ et  dans la  différenciation des  OPCs

résidents sont ainsi probablement différents. On sait en revanche que les HTs sont nécessaires à une

maturation optimale des oligodendrocytes issus de la SVZ ou des OPCs résidents, et que TRα1 est

exprimé  durant  cette  phase  (Sarliève  et  al.,  2004,  Strait  et  al.,  1997,  Remaud  et  al.,  2017),

soulignant une évolution dans l'importance de la signalisation thyroïdienne au cours du lignage

cellulaire.

II.4.3. HTs et neurogenèse dans le cerveau vieillissant
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Avec l'âge, la neurogenèse décroît au niveau de l'hippocampe, comme montré chez les primates et

les rongeurs, tout comme dans la SVZ, comme cela a été montré chez la souris (Gould et al., 1999,

Kuhn  et al., 1996, Enwere  et al., 2004). Une diminution des capacités cognitives est par ailleurs

fréquemment observée chez les sujets âgés et également observées chez les rongeurs (Bach et al.,

1999, Cao et al., 2013). Le nombre de CSNs diminue avec l'âge du fait d'un épuisement progressif

au  cours  du  temps :  les  CSNs  ne  peuvent  en  effet  réaliser  qu'un  certain  nombre  de  divisions

asymétriques  et  finissent  donc  par  donner  naissance  à  deux  cellules  filles  s'engageant  vers  la

différenciation, faisant peu à peu diminuer leur nombre  (Encinas  et al., 2011, Ehm  et al., 2010,

Kawaguchi  et  al.,  2013).  Ce  phénomène  explique  au  moins  pour  partie  la  diminution  de  la

neurogenèse ;  cependant,  une  diminution  de  la  disponibilité  en  HTs  pourrait  également  être

impliquée. Si des augmentations et des diminutions du taux de TSH circulante ont toutes les deux

été décrites (Boucai et Surks, 2009, Hadlow et al., 2013, Surks et Hollowell, 2007, Peeters, 2008),

une tendance générale à la diminution de la quantité d'HTs circulantes avec l'âge semble aujourd'hui

faire consensus chez l'humain comme chez le rongeur  (Hertoghe, 2005, Chakraborti  et al., 1999,

Cao  et  al.,  2012).  De nombreuses  études  ont  de  plus  montré  un  déclin  du  fonctionnement  de

l'hippocampe et de la mémoire spatiale chez l'homme, le singe ou le rongeur âgés  (Foster  et al.,

2012, Jiang et al., 2016), phénomène particulièrement sensible à une baisse de disponibilité en HTs

(Correia et al., 2009, Ge et al., 2015). Si Visser et al. n'ont pas observé de diminution du taux d'HTs

circulantes  chez des  souris  âgées  de 18 mois  (Visser  et  al.,  2016),  Cao  et  al.  ont  observé une

diminution du taux de T3 libre chez des souris de 22 mois (Cao et al., 2012). Ils n'ont en revanche

pas mesuré de diminution du taux de T4  totale circulante (Cao et al., 2012). Les souris de 18 mois

présentent cependant une diminution de la quantité de T4  et de DIO3 cérébrales, mais pas de T3

(Visser et al., 2016). On pourrait ici interpréter la baisse de la DIO3 cérébrale comme un moyen de

protection du cerveau contre une diminution du taux d'HTs. Il a de plus été montré chez le rat âgé de

24 mois que la capacité de liaison des HTs aux TRs diminuait  dans le cortex et  le cervelet en

comparaison d'animaux de 3 mois  (De Nayer  et al., 1991). Ainsi, que les taux d'HTs circulantes

soient ou non diminués,  la  signalisation thyroïdienne peut  être impactée par  le  vieillissement à

plusieurs niveaux dans le SNC, influençant potentiellement la régulation de la neurogenèse.  

Chez les sujets âgés, la production de nouveaux neurones ne semble pas être suffisamment efficace

pour réparer les lésions cérébrales, par exemple en cas d'attaque d'apoplexie, et pour rétablir les

capacités  cognitives  (Yeung  et  al.,  2014).  Il  a  été  observé  qu'un  traitement  à  base  d'HTs peut

améliorer les performances cognitives impactées en cas d'hypothyroïdisme chez l'homme et chez la

souris (Kramer et al., 2009, Fu et al., 2010, Fu et al., 2014). De plus, l'administration de T4
 
à des
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souris  âgées  permet  d'améliorer  leurs  capacités  d'apprentissage  et  leur  mémoire  de  façon

significative, en permettant une augmentation des taux de T3  et de T4 sériques et cérébrales (Fu et

al., 2014). Les HTs permettent également d'améliorer les symptômes dépressifs, liés à une altération

de la neurogenèse (Jacobs, 2002, Schoenfeld et Cameron, 2015), chez l'homme et chez le rat (Bauer

et al., 2005, Ge et al., 2016, Uhl et al., 2014). L'administration de resvératrol, activateur de SIRT1

(Borra  et  al.,  2005),  permet  aussi  d'améliorer  la  mémoire  et  les  symptômes  dépressifs  en  cas

d'hypothyroïdie chez le rat, grâce à une normalisation de l'activité de l'axe hypothalamo-hypophyso-

thyroïdien (Ge  et al., 2015, Ge  et al., 2016). SIRT1 peut en effet réguler la production de TSH

(Akieda-Asai et al., 2010) et agir en tant que cofacteur de TRα et TRβ (Suh et al., 2013), expliquant

peut-être ce résultat. Les traitements permettant d'améliorer le fonctionnement de la signalisation

thyroïdienne  semblent  donc  efficaces  pour  ralentir  l'impact  du  vieillissement  sur  le  SNC et  la

neurogenèse. La question de la généralisation d'une médication à base d'HTs chez les sujet âgés en

hypothyroïdie subclinique (ne présentant pas de symptômes) reste cependant encore très débattue

(Bensenor et al., 2012). 
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III. Le métabolisme mitochondrial

La  transformation  d'une  cellule  souche  en  cellule  mature  spécialisée  implique  de  nombreux

changements, au niveau des gènes exprimés, des protéines traduites, et du métabolisme cellulaire.

Tous  ces  changements  sont  liés  les  uns  aux  autres,  et  permettent  à  la  cellule  d'acquérir  ses

spécificités fonctionnelles et morphologiques. Le métabolisme énergétique, en particulier, évolue de

façon  drastique  entre  les  cellules  souches  et  les  cellules  matures.  Ces  changements  sont  ainsi

déterminants dans le choix du destin cellulaire (Rafalski et Brunet, 2011), et peuvent être influencés

par les HTs (Mullur et al., 2014). 

III.1. Généralités

Le  terme  de  métabolisme  désigne  l'ensemble  des  transformations  de  molécules  organiques

impliquant la production ou la consommation d'énergie dans la cellule. On peut le subdiviser en

plusieurs  types  de  réactions :  le  catabolisme,  qui  correspond  aux  processus  de  dégradation  de

molécules en molécules plus simples, permettant la récupération d'énergie ; l'anabolisme, c'est-à-

dire la biosynthèse de molécules et de macromolécules (molécules complexes) à partir de molécules

plus  simples ;  et  enfin les  processus  d'élimination  et  de recyclage  des  « déchets »  moléculaires

produits par la cellule. 

Tout  au  long du XXe siècle,  la  recherche biochimique a  permis  une bonne compréhension du

fonctionnement  de  nombreux  réseaux  métaboliques  cellulaires  et  de  leurs  interactions  (Krebs,

1972). La glycolyse, la phosphorylation oxydative, le cycle de l'acide tricarboxylique (ou cycle de

Krebs), le cycle de l'urée et l'oxydation des acides gras (ou β-oxydation) font partie des principaux

d'entre eux. Depuis, le progrès des connaissances en biologie cellulaire et moléculaire ont permis de

réaliser  à  quel  point  les  processus  métaboliques  sont  interconnectés  avec  l'ensemble  des  autres

réactions  biologiques,  faisant  émerger  une  vision  encore  plus  complexe  du  fonctionnement

cellulaire. Par exemple, la fixation d'un facteur de croissance sur son récepteur membranaire induit

la  voie  de  signalisation  PI3K/Akt/mTOR  qui  enclenche  les  processus  menant  à  la  division

cellulaire, tout en stimulant l'entrée de nutriments, qui permettent l'activation métabolique de la

production des macromolécules nécessaires à la prolifération (Gibbons et al., 2009). À l'inverse, le

métabolisme peut avoir une influence sur la signalisation cellulaire par la production de substrats

nécessaires  à  certaines  modifications  post-traductionnelles  des  protéines.  Parmi  ces  substrats
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Figure 19: Vue d'ensemble du métabolisme intermédiaire.  Le métabolisme intermédiaire comprend l'ensemble des
phénomènes de dégradation (catabolisme) et de synthèse (anabolisme) moléculaires permettant la production d'énergie à
partir des substrats provenant de l'alimentation: les protéines, les glucides et les lipides. 
La dégradation des protéines en acides aminés permet aux cellules de former les protéines de l'organisme, et d'activer le
cycle de l'urée. Les acides aminés ne sont pas stockés par l'organisme, et ceux qui ne sont pas réutilisés sont dégradés,
principalement dans les cellules du foie. La dégradation des chaînes carbonées des différents acides aminés permet la
formation de plusieurs  composés,  parmi lesquels le  pyruvate,  l'acétyl-CoA, et  plusieurs  intermédiaires  du cycle de
Krebs. Elle produit également de l'ammoniaque, qui est converti en urée grâce au cycle de l'urée, avant excrétion. Le
fonctionnement du cycle de l'urée nécessite l'utilisation d'aspartate, qui peut être produit par le cycle de Krebs ; en
parallèle, le cycle de l'urée produit du fumarate, un des intermédiaires du cycle de Krebs.
Les glucides sont dégradés en glucose, qui peut soit être stocké sous forme de glycogène au niveau du foie, soit être
dégradé en pyruvate via la glycolyse. La transformation du pyruvate en acétyl-CoA alimente le cycle de Krebs, qui lui-
même permet l'activation de la phosphorylation oxydative. Le fonctionnement du cycle de Krebs entraîne la production
de CO2, tandis que la phosphorylation oxydative produit de l'ATP et de l'eau à partir d'ADP et d'oxygène. 
Les lipides apportés par l'alimentation sont dégradés en acides gras. Ceux-ci peuvent être transformés en nouveaux
lipides, et stockés dans le tissu adipeux, principalement sous forme de triglycérides, ou utilisés pour la formation de
phospholipides, composants principaux des membranes cellulaires. Ils peuvent enfin être dégradés au cours du cycle de
la β-oxydation, produisant de l'acétyl-CoA.



figurent l'adénosine-triphosphate (ATP), molécule considérée comme la principale source d'énergie

de la cellule, qui permet en particulier les phosphorylations protéique et lipidique. 

Si une partie des processus métaboliques sont spécifiques à certains types cellulaires (on parle de

métabolisme secondaire), la plus grande partie d'entre eux sont communs à l'ensemble des cellules

de l'organisme : c'est le métabolisme intermédiaire. Le métabolisme intermédiaire correspond ainsi

(1)  à  l'ensemble  des  réactions  de  dégradation  des  protéines,  glucides  et  lipides  apportés  par

l'alimentation,  respectivement  en  acides  aminés,  en  sucres  simples  et  en  acides  gras,  (2)  à  la

production d'énergie à partir des produits de dégradation générés, et (3) à leur stockage et à leur

utilisation pour la synthèse de protéines et de lipides nécessaires à l'organisme (Figure  19). Les

glucides  sont  ainsi  dégradés  en  glucose,  alimentant  la  glycolyse  puis  le  cycle  de  Krebs  et  la

phosphorylation  oxydative,  qui  permettent  la  formation  d'ATP  et  de  CO2 au  niveau  des

mitochondries (voir partie III.2.). Les protéines sont, quant à elles, dégradées en acides aminés qui

peuvent soit être réutilisés pour produire les protéines de l'organisme, soit dégradés à leur tour. La

dégradation des chaînes carbonées des acides aminés permet la formation de pyruvate, d'acétyl-CoA

et  de  plusieurs  molécules  impliquées  dans  le  cycle  de  Krebs,  alimentant  ainsi  l'activité

mitochondriale (voir  partie III.2.). La dégradation des acides aminés entraîne aussi la formation

d'ammoniaque, transformé en urée avant d'être excrété. Enfin, les lipides sont lysés en acides gras,

qui peuvent être utilisés pour produire les membranes cellulaires sous la forme de phospholipides,

stockés au niveau des tissus adipeux sous la forme de triglycérides, ou être dégradés en acétyl-CoA,

alimentant là aussi le cycle de Krebs (Figure 19).

III.2. Métabolisme du glucose et respiration mitochondriale

Les mitochondries sont un composant essentiel des cellules eucaryotes. Elles produisent la grande

majorité de l'ATP cellulaire, et sont ainsi généralement considérées comme le centre énergétique de

la  cellule.  Les  mitochondries  sont  constituées  d'une  membrane  externe  en  contact  avec  le

cytoplasme cellulaire, et d'une membrane interne en contact avec la matrice mitochondriale (Figure

20).  Entre les deux membranes se trouve l'espace intermembranaire,  plus ou moins  large selon

l'activité de la mitochondrie, et qui avec la membrane interne forme des repliements à l'intérieur de

l'organelle, appelés crêtes mitochondriales. Pour produire de l'ATP, les mitochondries utilisent des

produits  de  dégradation  des  nutriments,  provenant  tout  particulièrement  des  glucides.  Ainsi  le

produit  final  de  la  dégradation  du  glucose,  le  pyruvate,  permet  l'activation  dans  la  matrice

mitochondriale d'une boucle de réactions métaboliques, appelée cycle de Krebs. Le cycle de Krebs
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permet  à  son  tour  l'activation  de  plusieurs  complexes  protéiques  situés  dans  la  membrane

mitochondriale interne,  qui constituent la chaîne respiratoire.  L'activité de la chaîne respiratoire

nécessite également un apport en oxygène (O2), transféré aux cellules via la circulation sanguine

tout  comme  les  nutriments.  Cette  génération  d'énergie  mitochondriale,  consommatrice  d'O2  et

productrice de CO2, constitue ce que l'on nomme la respiration mitochondriale.

III.2.1. La glycolyse

La glycolyse correspond à la succession de réactions biochimiques permettant la dégradation de

molécules de glucose en pyruvate. Le glucose est un hexose, c'est-à-dire qu'il ne contient que six

atomes de carbone. Le fructose, le galactose et le mannose sont également des hexoses, et tous sont

de  même  formule  brute  C6H12O6 (Figure  21).  Tous les  quatre  sont  des  glucides  qualifiés  de

monosaccharides,  ou oses,  caractérisés par une impossibilité  à être  hydrolysés en glucides plus
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Figure 20:  Structure et respiration mitochondriale. Les mitochondries sont constituées de deux membranes séparés
par un espace intermembranaire et entourant la matrice mitochondriale. L'espace intermembranaire et la membrane
interne forment des repliements dans la matrice appelés crêtes mitochondriales. Le pyruvate, issu de la dégradation du
glucose (Figure 22), traverse les deux membranes mitochondriales et est transformé en acétyl-CoA dans la matrice.
L'acétyl-CoA active le cycle de Krebs (Figure 23), dont certains produits activent les protéines de la chaîne respiratoire
située dans la membrane interne (Figure 24). L'activation de la chaîne respiratoire provoque le transfert de protons H+
de la matrice vers l'espace intermembranaire. La ré-entrée de protons dans la matrice via l'ATP synthase permet la
génération  de  la  plus  grande  partie  de  l'ATP mitochondrial.  L'oxygène  est  nécessaire  à  l'activation  de  la  chaîne
respiratoire.



simples. À l'inverse, les diholosides (ou disaccharides, C12H22O11) sont des molécules composées de

deux oses, identiques ou différents, et qui peuvent être dégradées en hexoses. Parmi les plus connus

figurent le saccharose (ou sucrose), composé d'un glucose et d'un fructose, et le lactose, composé

d'un glucose et d'un galactose. Il existe aussi des triholosides, tels que le raffinose, composé d'un

glucose, un fructose et un galactose. Enfin, les polyolosides (ou polysaccharides) sont des glucides

composés d'une ou plusieurs chaîne(s) d'oses. C'est par exemple le cas de l'amidon et du glycogène

(polymères de glucose α1→4 et α1→6) et de la cellulose (polymères de glucose β1→4). Une partie

des glucides composés peuvent être hydrolysés en oses, qui peuvent ensuite subir la glycolyse. Le

glycogène par exemple, qui sert en particulier de moyen de stockage du glucose dans le foie, est

enzymatiquement dégradé en molécules de glucose lorsque la glycémie est basse. D'autres, comme

la cellulose, ne peuvent pas être dégradés chez tous les mammifères du fait de l'absence d'enzyme

adéquate dans le tube digestif. Le lactose est un cas particulier, puisque chez l'humain, la présence

de la lactase pouvant le dégrader diminue généralement naturellement après sevrage et est quasi-

absente  à  l'âge  adulte,  sauf  dans  certaines  populations  ayant  anciennement  introduit  la

consommation de produits laitiers dans leur alimentation (Ingram et al., 2009, Bayless et al., 2017).

La dégradation du glucose en pyruvate a lieu dans le cytoplasme, par l'action successive de dix

enzymes,  et  permet la production nette de deux molécules d'ATP et deux molécules de NADH

(nicotinamide adénine dinucléotide,  forme oxydée) (Figure  22). Durant la première partie de la

glycolyse,  appelée  phase  préparatoire,  le  glucose  est  phosphorylé  au  niveau  de  son  carbone  6

(Glucose-6-phosphate), puis réarrangé en fructose-6-phosphate, phosphorylé à son tour au niveau

du  carbone  1  en  fructose-1,6-biphosphate.  Ces  deux  réactions  de  phosphorylation  successives

consomment chacune une molécule d'ATP. Le fructose-1,6-biphosphate est ensuite clivé en deux

molécules  distinctes,  la  dihydroxyacétone  phosphate  (DHAP)  et  le  glycéraldéhyde-3-phosphate

(GADP).  Il  s'agit  de  deux  isomères,  qui  peuvent  être  transformées  l'une  en  l'autre.  La  phase
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Figure 21:  Les hexoses. Les hexoses contiennent tous 6 atomes de carbone et sont de même formule brute C6H12O6.
Le glucose, le galactose et le mannose existent sous deux formes, α et β, selon l'orientation du groupement hydroxyle
(OH) lié au carbone 1. 
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Figure 22: La glycolyse. La glycolyse correspond à l'action successive de dix enzymes permettant la dégradation d'une
molécule de glucose en deux molécules de pyruvate. Elle est séparée en deux phases. La phase préparatoire permet la
transformation  du  glucose  en  une  molécule  de  dihydroxyacétone  phosphate  (DHAP)  et  une  molécule  de



préparatoire aboutit ainsi à la création de deux molécules de GADP à partir d'une molécule de

glucose. Les autres oses (fructose, galactose et mannose) peuvent rejoindre la voie de la glycolyse

au cours de la phase préparatoire, comme indiqué sur la Figure 22. Dans un deuxième temps a lieu

la phase dite de récupération d'énergie, durant laquelle les transformations successives des deux

molécules de GADP permettent la formation de deux NADH+H+, de quatre molécules d'ATP et de

deux molécules d'H2O, et aboutissent en la formation de deux molécules de pyruvate  (Figure 22). 

Le pyruvate peut  ensuite  être  transporté  dans  les mitochondries où sa transformation en acétyl

coenzyme A (acétyl-CoA) par la pyruvate déshydrogénase permet d'amorcer le cycle de Krebs.

Mais certains des sous-produits intermédiaires de la glycolyse peuvent également activer d'autres

voies métaboliques (Lunt et Vander Heiden, 2011). Ainsi, le glucose-6-phosphate peut être dégradé

dans la voie des pentoses phosphates en ribose-5-phosphate, précurseur de la voie de biosynthèse

des nucléotides. Le DHAP peut être transformé en glycérol, précurseur de certains triglycérides et

phospholipides, tandis que le 3-phosphoglycérate est un précurseur pour la formation de certains

acides  aminés  (sérine,  cystéine  et  glycine).  L'acétyl-CoA  enfin  est  également  un  précurseur

important de la biosynthèse lipidique. La glycolyse est donc une voie centrale non seulement pour

l'activation de la respiration mitochondriale, mais également pour la formation de nucléotides, de

lipides et d'acides aminés. 

Classiquement, la glycolyse est qualifiée d'« aérobie » lorsqu'elle a lieu en présence d'oxygène dans

la cellule, bien que l'oxygène n'intervienne pas au niveau de la dégradation du glucose. L'oxygène

n'intervient  qu'au  niveau  mitochondrial,  dans  les  étapes  suivant  la  formation  du  pyruvate

(respiration mitochondriale, voir III.2.3.). En absence d'oxygène, la glycolyse peut également avoir

lieu, et est qualifiée d'« anaérobie ». Le pyruvate reste alors majoritairement dans le cytoplasme, où

il est transformé en lactate (fermentation). On parle alors de métabolisme glycolytique. Cependant

certaines cellules, telles que les cellules cancéreuses et les cellules souches, ont un métabolisme

majoritairement glycolytique même en présence d'oxygène, associé à une activité mitochondriale

réduite (voir III.3.).
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glycéraldéhyde-3-phosphate (GADP), et génère deux molécules d'ADP. La phase de récupération d'énergie permet la
transformation de deux molécules de GADP, dont une provient de la transformation du DHAP, en deux molécules de
pyruvate, et génère deux molécules de NADH, deux molécules d'H2O et quatre molécules d'ATP. La transformation du
galactose en glucose-6-phosphate et celle du fructose et du mannose en fructose-6-phosphate permettent d'alimenter la
glycolyse.  En  conditions  normoxiques,  le  pyruvate  généré  est  majoritairement  transformé  en  acétyl-CoA dans  les
mitochondries,  alimentant  ainsi  le  cycle  de  Krebs  dans  le  cadre  de  la  respiration  mitochondriale.  En  conditions
hypoxiques ou dans les cellules en prolifération, la plus grande partie du pyruvate est transformé en lactate, générant du
NAD+. Le glucose-6-phosphate peut être dégradé via la voie des pentoses phosphates en ribose-5-phosphate, précurseur
des nucléotides.  Le DHAP peut être transformé en glycérol-3-phosphate par la glycérol-phosphate déshydrogénase
cytoplasmique (GPDH), permettant la biosynthèse de lipides (dont phospholipides, triacylglycérol). L'acétyl-CoA peut
également  être  utilisé  pour  la  biosynthèse  de  lipides  (dont  palmitoyl-CoA,  cholestérol)  après  passage  dans  le
cytoplasme. Cette transformation nécessite la présence d'une grande quantité de NADPH. Le 3-phosphoglycérate peut
être transformé en trois acides aminés différents, la sérine, la cystéine et la glycine. La sérine peut également permettre
la génération de lipides (dont sphingomyéline, cérébroside, ganglioside) via sa transformation en céramide.
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Figure  23:  Le cycle de Krebs.  Le pyruvate produit  par la glycolyse peut être transformé en acétyl-CoA dans la
mitochondrie.  Ce  dernier  permet  d'amorcer  le  cycle  de  Krebs  en  transformant  l'oxaloacétate  en  citrate.  Les
transformations successives permettant au citrate de se transformer à nouveau en oxaloacétate permettent de générer
trois  molécules  de NADH, une molécule d'ATP, une molécule  de FADH2, ainsi  que deux molécules  de  CO2 par
molécule de pyruvate de départ.



III.2.2. Le cycle de Krebs

La transformation du pyruvate en acétyl-CoA dans la mitochondrie permet d'activer la phase clé du

métabolisme mitochondrial, une boucle de transformations moléculaires appelée cycle de Krebs (ou

cycle tricarboxylique). La citrate synthétase permet le transfert du groupement acétyle de l'acétyl-

CoA sur  une  molécule  d'oxaloacétate,  ce  qui  forme le  citrate  (Figure  23). Celui-ci  est  ensuite

successivement converti en six autres produits, puis se transforme à nouveau en oxaloacétate, qui

peut  démarrer  un  nouveau  cycle  en  présence  d'acétyl-CoA.  Cette  réaction  en  chaîne  permet

notamment  de  produire,  à  partir  d'une  molécule  de  pyruvate,  trois  molécules  de  NADH,  une

molécule  de  FADH2 (flavine  adénine  dinucléotide,  forme  oxydée),  une  molécule  de  GTP

(permettant la formation d'ATP), et deux molécules de dioxyde de carbone (CO2) par pyruvate. Le

FADH2 et le NADH produits par le cycle de Krebs sont les deux produits permettant l'activation de

la phosphorylation oxydative de la chaîne respiratoire. Plusieurs rétrocontrôles du cycle de Krebs

sont possibles : ainsi un excès d'ATP  in vitro  peut inhiber l'action de la citrate synthétase et de

l'isocitrate déshydrogénase dans de nombreux modèles (Hathaway et Atkinson, 1965, Hochachka et

Lewis,  1970,  Weitzman  et  Hewson,  1973),  tandis  que  le  NADH  peut  inhiber  l'α-cétoglutarate

déshydrogénase  ou  encore  l'isocitrate  déshydrogénase.  À  l'inverse,  l'activité  de  l'isocitrate

déshydrogénase  sera  stimulée  par  la  présence  d'ADP. Le  calcium  est  également  un  activateur

important de plusieurs enzymes du cycle de Krebs (Gunter et al., 2004). 

III.2.3. Phosphorylation oxydative et chaîne respiratoire

La phosphorylation oxydative est la voie métabolique permettant la production la plus importante

d'ATP. Les enzymes de cette voie forment cinq complexes protéiques localisés dans la membrane

mitochondriale interne, au niveau des crêtes mitochondriales, et constituent la chaîne respiratoire

(Figure 24). Les complexes I à IV réalisent des réactions d'oxydo-réduction successives permettant

un  transfert  d'électrons  d'un  complexe  à  l'autre  et  le  transport  de  protons  H+ de  la  matrice

mitochondriale vers l'espace intermembranaire. Le complexe V permet quant à lui la production de

l'ATP, couplée au transfert de protons depuis l'espace intermembranaire vers la matrice.

Le complexe I (ou NADH-coenzyme Q oxydoréductase) catalyse l'oxydation du NADH produit au

niveau  du  cycle  de  Krebs  en  NAD++H+.  Les  2  électrons  issus  de  cette  réaction  sont  ensuite

transférés entre les différentes sous-unités du complexe grâce à  une série de clusters fer-soufre

(agrégats  d'atomes  de  fer  et  de  soufre  capables  de  se  charger  et  de  se  décharger  au  cours  de

réactions d'oxydoréduction). Ce transfert d'électrons permet le passage de quatre protons H+  dans
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Figure 24:  La chaîne respiratoire. Les cinq complexes protéiques constituant la chaîne respiratoire sont situés dans la
membrane mitochondriale interne. Le complexe I permet le transfert de deux électrons provenant du NADH produit par
le cycle de Krebs vers l'ubiquinone (Q10), qui se transforme alors en ubiquinol (QH2). Le transfert d'électrons est
possible grâce à la présence au sein du complexe de clusters fer-soufre (clusters F-S, agrégats d'atomes de fer et de
soufre), capables de se charger et de se décharger en passant par différents états d'oxydation. Le complexe II correspond
à la succinate déhydrogénase du cycle de Krebs et catalyse la transformation du succinate en fumarate, produisant du
FADH2.  La  retransformation  de  FADH2  en  FAD  permet  un  transfert  d'électrons  via  des  clusters  Fe-S  et  la
transformation d'une Q10 en QH2.  La glycérol-phosphate déshydrogénase mitochondriale (mGPDH),  située sur  la
membrane mitochondriale interne, peut également permettre la transformation de Q10 en QH2 en catalysant celle du
glycérol-3-phosphate  en  DHAP, agissant  en  miroir  de  la  GPDH cytoplasmique (voir  figure  22).  Le  complexe  III
catalyse la transformation de QH2 en Q10, permettant la réduction de cytochrome C oxydé via des clusters Fe-S. Le
complexe IV catalyse l'oxydation du cytochrome C oxydé, permettant la transformation de l'accepteur final, O2 en deux
molécules d'H2O. Seules  les réactions de transfert  d'électrons des complexes I,  III  et  IV permettent le  passage de
protons H+ de la matrice vers l'espace intermembranaire mitochondrial. Des radicaux libres, les espèces réactives de
l'oxygène (ROS), peuvent être générés au niveau des complexes I et III et de la mGPDH. Le complexe V, ou ATP
synthase, permet le passage des protons de l'espace intermembranaire vers la matrice. L'interaction des protons avec la
sous-unité F0 la font entrer en rotation. La sous-unité F1, elle-même composée de sous-unités α et β, est maintenue en
place par la sous-unité δ. La rotation de l'axe γ au niveau de F1 permet la transformation de molécules d'ADP en
molécules d'ATP. L'ADP et l'ATP sont transférés entre la matrice et l'espace intermembranaire via l'adénine nucléotide
translocase (ANT), et entre l'espace intermembranaire et le cytoplasme via le transporteur VDAC (voltage-dependent
anion channel, non représenté). L'ANT peut également permettre le passage de protons vers la matrice. Les protéines
découplantes  (UCP),  dont  la  présence  est  variable  en  fonction  du  tissu  et  du  contexte  physiologique,  permettent
également la ré-entrée de protons dans la matrice. 



l'espace  intermembranaire,  possiblement  grâce  à  un  changement  conformationnel  du  complexe,

mais le mécanisme exact reste mal comprit (Zickermann et al., 2015). Les électrons sont finalement

transférés  à  la  coenzyme  ubiquinone  (ou  coenzyme  Q10)  située  dans  la  membrane  interne,

permettant le transfert de deux électrons au complexe III par l'intermédiaire de sa forme réduite,

l'ubiquinol (QH2).

Le complexe II de la chaîne respiratoire correspond en réalité à la succinate déshydrogénase du

cycle de Krebs (voir  Figure  23).  Elle  permet ainsi  la  transformation du succinate en fumarate,

produisant du même coup du FADH2. L'oxydation de FADH2 en FAD permet un transfert d'électrons

via une suite de clusters fer-soufre jusqu'à réduction de Q10 en QH2. Le complexe II ne participe pas

au transfert de protons H+ vers l'espace intermembranaire.

Le complexe III (ou Q-cytochrome C oxydoréductase) est un dimère protéique qui oxyde deux QH2

membranaires en Q10, ce qui induit un transfert d'électrons sur deux molécules de cytochrome C

oxydés, devenant réduits, et le relargage de quatre protons dans l'espace intermembranaire (Figure

24). Le cytochrome C réduit peut alors être oxydé par le complexe IV (ou cytochrome C oxydase).

Le complexe IV transfère ensuite les électrons jusqu'à l'accepteur final, l'oxygène, réduit en H2O.

Des protons sont également transférés depuis la matrice vers l'espace intermembranaire durant ce

processus. 

Les complexes I, III et IV sont ainsi qualifiés de « pompes à protons », et provoquent un différentiel

de  pH  (ΔpH)  entre  l'espace  intermembranaire  et  la  matrice  mitochondriale.  Ce  différentiel  de

protons H+ se traduit également par un contraste de charge entre les deux zones, d'autant plus grand

que  la  respiration  mitochondriale  est  importante,  que  l'on  nomme  potentiel  membranaire

mitochondrial (ΔΨ). Ce phénomène est souvent mis à profit pour estimer l'activité mitochondriale,

grâce à l'utilisation de molécules fluorescentes dont l'entrée dans les mitochondries se fait de façon

proportionnelle à ΔΨ. C'est notamment le cas des colorants MitoTracker, dont l'intensité dans les

mitochondries  est  considérée  comme  proportionnelle  à  l'activité  mitochondriale,  ou  du  JC-1,

fluorescant en vert dans le cytoplasme et en rouge à l'état d'agrégats dans les mitochondries (voir

Matériels et méthodes).

Enfin, le complexe V, l'ATP synthase, utilise les protons de l'espace intermembranaire pour générer

de l'ATP à partir d'ADP dans la matrice mitochondriale  (Figure  24). Ce complexe protéique a un

fonctionnement  complexe  bien  particulier,  mais  aujourd'hui  bien  décrit.  L'ATP  synthase  est

constituée d'une partie transmembranaire nommée F0, où les protons peuvent être transférés d'un

compartiment à l'autre, et d'une partie F1, constituée de trois paires de sous-unités α et β. Le passage

de protons H+ dans la partie F0 entraîne la rotation du complexe protéique autour d'un axe central γ,

par un phénomène d'ionisation des acides aminés présents dans F0 (Capaldi et Aggeler, 2002). Seuls
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F0 et γ tournent, tandis que les sous-unités α et β sont maintenues en place grâce à une sous-unité δ.

Lorsque la quantité de protons dans l'espace intermembranaire est faible, le complexe moléculaire

tourne  en  provoquant  l'hydrolyse d'ATP en  ADP et  en faisant  sortir  des  protons  de  la  matrice

mitochondriale.  En revanche,  lorsque la  quantité  de  protons  est  assez  importante  dans  l'espace

intermembranaire,  l'ATP synthase  tourne  dans  le  sens  inverse,  transférant  des  protons  dans  la

matrice, et générant de l'ATP à partir d'ADP (Boyer, 1997). Le mouvement de l'axe γ entre les sous-

unités α et β produit en effet l'énergie nécessaire aux sous-unités β pour produire puis relâcher l'ATP

(Dimroth  et al., 2006). On estime que le passage de quatre protons de l'espace intermembranaire

vers la matrice permet la génération d'une molécule d'ATP (Yoshida et al., 2001). 

La  glycérol-3-phosphate  déshydrogénase  mitochondriale  (mGPDH,  mitochondrial  glycerol-3P

dehydrogenase) peut également participer à l'activité de la chaîne respiratoire, de façon très variable

selon  les  organes  et  le  contexte  physiologique  (Mráček  et  al.,  2013).  Tandis  que  la  forme

cytoplasmique de la GPDH catalyse la transformation du DHAP en glycérol-3-phosphate, réaction

essentielle à la biosynthèse de certains lipides (voir Figure 21), la mGPDH, située au niveau de la

membrane interne, décharge les électrons du glycérol-3-phosphate pour générer le DHAP, réduisant

en même temps une ubiquinone en QH2 (Figure 24). Le QH2 produit peut alors lui aussi être réduit

au niveau du complexe III.

Une partie du transfert de protons de l'espace intermembranaire vers la matrice mitochondriale peut

également se faire sans l'implication de l'ATP-synthase. Cette « fuite de protons » peut avoir lieu

soit  de façon passive au travers  de la  membrane interne,  à  un taux variable en  fonction  de la

composition lipidique de la membrane  (Porter  et al., 1996, Fontaine  et al., 1996), soit de façon

active par l'intermédiaire de protéines découplantes, ou UCPs (uncoupling proteins 1, 2, 3, 4) (Azzu

and Brand, 2010, Bouillaud  et al., 2001). La présence d'UCPs est variable selon les tissus et le

contexte physiologique, UCP2 étant la forme la plus largement exprimée. La présence de certaines

autres protéines dans la membrane interne peut également favoriser le passage de protons vers la

matrice, comme c'est le cas pour l'ANT (adenine nucléotide translocase) (Brand et al., 2005), dont

le  rôle  principal  est  le  transport  d'ADP  depuis  l’espace  intermembranaire  vers  la  matrice

mitochondriale et d'ATP dans le sens inverse (Figure 24). Cette dissipation d'une partie du gradient

de protons entraîne la libération de chaleur (thermogenèse) lorsqu'elle implique les UCPs, mais ne

produit pas d'ATP. La modulation de l'expression des protéines responsables de la fuite de protons

peut ainsi permettre un autre niveau de régulation de la respiration mitochondriale, en augmentant

la quantité de protons disponibles dans la matrice mitochondriale, et  en réduisant la production

d'espèces réactives de l'oxygène (voir partie III.2.5).
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III.2.4. Bilan énergétique

Une cellule a besoin d'énergie pour alimenter les différentes réactions biologiques permettant son

fonctionnement, énergie le plus souvent générée grâce à l'ATP. L'ATP est une molécule constituée

d'un  ribose  et  d'une  adénine,  couplés  à  trois  groupements  phosphates  (Figure  25)  chargés

négativement et se repoussant les uns les autres, rendant la molécule d'ATP instable. L'hydrolyse de

l'ATP en ADP (adénosine diphosphate) rend la molécule plus stable, et permet la libération d'un

groupement phosphate qui peut être utilisé pour différentes transformations protéiques. Comme vu

précédemment,  une  cellule  génère  de  l'ATP  grâce  au  métabolisme  du  glucose  suivi  de  la

phosphorylation oxydative. L'utilisation d'une molécule de glucose permet ainsi la production nette

de deux molécules d'ATP durant la glycolyse, deux au niveau du cycle de Krebs, et 32 à 34 via la

phosphorylation oxydative de la chaîne respiratoire, soit un total de 36 à 38 molécules d'ATP par

molécule  de  glucose.  Mais  certaines  cellules  utilisent  en  revanche  peu  la  phosphorylation

oxydative :  les  cellules  cancéreuses  et  les  cellules  souches  présentent  globalement  un  taux  de

phosphorylation oxydative bien plus faible que les autres types cellulaires, tout en réalisant une

glycolyse plus importante, comme présenté dans la partie III.3.

III.2.5. Dérivés réactifs de l'oxygène (ROS)

Les dérivés réactifs de l'oxygène (reactive oxygen species, ROS) sont des molécules provenant de la

modification de molécules d'oxygène, qui existent majoritairement sous forme de radicaux libres.
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Figure 25:   Structure moléculaire de l'ADP et de l'ATP. L'adénosine diphosphate (ADP) et l'adénosine triphosphate
(ATP) sont  tous les  deux constitués  d'un ribose et  d'une adénine,  et  respectivement  de  deux et  trois  groupements
phosphates. La présence de charges négatives sur les groupements phosphates rend l'ATP moins stable que l'ADP, elle-
même moins stable que l'adénosine monophosphate (AMP, non représentée). L'ATP synthase catalyse la transformation
d'ADP en ATP, et les ATPases permettent la transformation d'ATP en ADP.



Dans la cellule, ils sont en grande partie générés comme des sous-produits de la chaîne respiratoire

mitochondriale, au niveau des complexes I et III (Barja, 1999, Li et al., 2013), mais également de la

mGPDH lorsqu'elle est présente (Tahara  et al., 2009) (Figure  24). Comme vu précédemment, la

chaîne respiratoire utilise des molécules d'O2 pour générer de l'ATP et de l'H2O ; mais une petite

partie de l'O2 est transformée en anions superoxyde O2
·-, possédant un électron supplémentaire non-

apparié. La probabilité de générer des ions O2
·- augmente avec l'activité mitochondriale. En effet,

une augmentation du ΔΨ (donc du nombre de protons dans l'espace intermembranaire) et un faible

taux d'ADP disponible rendent le transfert d'électrons le long de la chaîne respiratoire plus difficile.

Ceci favorise des transferts d'électrons inversés, par exemple du complexe II vers le complexe I, qui

génèrent des ROS (Liu et al., 2002). Par ailleurs, les ROS peuvent également être générés par les

NADPH oxydases  (NOXs).  Ces  enzymes  sont  présentes  principalement  au  niveau de certaines

membranes  cellulaires,  en  particulier  dans  les  cellules  effectuant  de  la  phagocytose,  où  la

production de ROS, catalysée par les NOXs, est utilisée comme agent bactéricide. Bien que moins

actives que dans les phagocytes,  les NOXs sont également actives à des degrés divers dans de

nombreux autres types cellulaires  (Lambeth  et al., 2008). Certaines enzymes génèrent également

des ROS au niveau du réticulum endoplasmique, où ils sont impliqués dans certains repliements

protéiques, mais aussi dans les processus d'apoptose en cas de stress cellulaire  (Laurindo  et al.,

2014, Zeeshan et al., 2016). Enfin, des ROS peuvent être produits de façon exogène, par exemple

via l'action de polluants ou de radiations.

La présence de ROS peut avoir des conséquences néfastes pour la cellule, pouvant entraîner des

dommages au niveau des acides nucléiques (ADN et ARN), des chaînes d'acides aminés, des lipides

cellulaires et des mitochondries elles-mêmes. L'ADN mitochondrial est ainsi particulièrement sujet

aux mutations en raison de son exposition directe aux ROS, et du fait qu'il ne bénéficie pas de l'effet

protecteur des histones, au contraire de l'ADN nucléaire (Larsen et al., 2005, Richter et al., 1988).

Mais  la  présence  de  plusieurs  copies  du  génome  mitochondrial  dans  les  mitochondries  et  la

production  d'une  grande  partie  des  protéines  mitochondriales  au  niveau  du  génome  nucléaire

permettent de limiter la portée des effets négatifs.

Certaines  enzymes,  les  superoxyde  dismutases  (SOD),  permettent  de  protéger  les  cellules  des

dommages  causés  par  les  ROS. Elles  sont  présentes  dans  l'espace  intermembranaire et  dans  la

matrice mitochondriale, ainsi que dans le cytoplasme, et catalysent la transformation des ions O2
·- en

peroxyde d'hydrogène H2O2 (2 O2
·- + 2 H+ → H2O2 + O2). L'H2O2 ainsi produit peut  ensuite être

dégradé en H2O et en O2 par des catalases (2 H2O2 → 2 H2O + O2) ou des peroxydases (par exemple

la glutathion peroxydase : 2 GSH + H2O2 → GSSG + 2 H2O). Cependant ces mécanismes ne sont

pas toujours totalement efficaces et des ROS restent présents dans les cellules, en plus ou moins
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grande quantité. Une quantité importante de ROS cellulaires, notamment observée chez les sujets

âgés, est associée à plusieurs maladies telles que certaines maladies neurodégénératives ou certains

cancers (Liu et al., 2002, Sastre et al., 2002, Gupta et al., 2012). En revanche, une quantité de ROS

modérée peut s’avérer bénéfique. On sait en effet que les ROS sont entre autres impliqués dans la

régulation de certaines voies de signalisations, telles que les voies Wnt et PI3K/Akt  (Wen  et al.,

2012, Sandieson et al., 2014, Le Belle et al., 2011), permettant une stimulation de la différenciation

cellulaire, notamment neuronale  (Sauer  et al., 2001, Rharass  et al., 2014, Le Belle  et al., 2011,

Khacho et al., 2016).

III.2.6. Implications du calcium dans le métabolisme mitochondrial

Les mitochondries sont le deuxième site de « stockage » du calcium cellulaire, derrière le réticulum

endoplasmique  (Kluge  et  al.,  2013).  Le  calcium  (Ca2+)  joue  un  rôle  majeur  dans  l'activité

mitochondriale, puisqu'il stimule l'activité de plusieurs enzymes impliquées dans le cycle de Krebs

(pyruvate  déshydrogénase,  isocitrate  déshydrogénase,  α-cétoglutarate  déshydrogénase)

(McCormack and Denton, 1993), ainsi que celles de l'ATP synthase (Das and Harris, 1990) et de

l'ANT  (Mildaziene  et al.,  1995). Une concentration en Ca2+ mitochondriale ([Ca2+]m) importante

peut  activer  l'ouverture  transitoire  de  pores  de  transition  de  perméabilité  (PTP),  composés  de

plusieurs  protéines  membranaires  mitochondriales,  et  permettant  un  relargage  de  Ca2+ dans  le

cytoplasme (Hüser and Blatter, 1999, O'Reilly et al., 2003). Mais une [Ca2+]m trop importante peut

favoriser une production importante de ROS, ainsi qu'une ouverture prolongée du PTP pouvant

entraîner, en plus d'un relargage massif de Ca2+, une dépolarisation mitochondriale (annulation du

ΔΨ), un arrêt de la respiration mitochondriale, et une sortie du cytochrome C dans le cytoplasme,

phénomène déclencheur de l'apoptose cellulaire (Rasola and Bernardi, 2007, Orrenius et al., 2003,

Brookes et al., 2004). 

Il a par ailleurs été montré que le calcium cytoplasmique peut moduler la mobilité mitochondriale et

stimuler la division, ou fission, mitochondriale. En effet, le Ca2+ tendrait à empêcher l'interaction

d'une protéine transportant les mitochondries, la kinésine, avec les microtubules, limitant ainsi le

déplacement des mitochondries  (voir  partie  III.4.4) et  favorisant  leur  présence dans les  régions

cytoplasmiques riches en Ca2+ (Liu and Hajnózky, 2009). En parallèle, le calcium cytoplasmique

peut favoriser la fission en activant DRP1 (voir partie III.4.3), par l'intermédiaire de la calcineurine

(Cereghetti  et al., 2008). Rharass et al.  ont montré que la mise en différenciation de progéniteurs

neuraux  humains  in  vitro provoque  un  important  transfert  de  calcium  depuis  le  réticulum

endoplasmique vers  le  cytoplasme puis  vers  les  mitochondries,  dès  la  première  demi-heure  de
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différenciation, provoquant par ricochet une augmentation rapide de la production de ROS (Rharass

et al., 2014). À l'inverse des conditions contrôle où les auteurs observent une activation de la voie

Wnt/β-caténine  après  3  heures  de  différenciation,  une  inhibition  de  l'entrée  de  Ca2+ dans  les

mitochondries se révèle empêcher l'accumulation de la protéine β-caténine au niveau nucléaire tout

en diminuant l'expression de plusieurs gènes cibles de la voie. Le même résultat étant obtenu avec

un inhibiteur de la production de ROS, les auteurs en déduisent que la production de ROS induite

par l'augmentation de Ca2+ au niveau mitochondrial provoque l'activation de la voie Wnt/β-caténine,

qui dans leur cas pousse la différenciation des progéniteurs neuraux vers la voie de différenciation

neuronale (Rharass et al., 2014). Il a par ailleurs été montré que l'accumulation de calcium dans les

mitochondries est particulièrement importante pour la plasticité synaptique des neurones matures

(Kim et al., 2011).

III.3. Métabolisme des cellules souches et des progéniteurs

III.3.1. Métabolisme glycolytique

Alors que les cellules matures obtiennent leur énergie principalement grâce à la phosphorylation

oxydative,  d'autres  types  cellulaires  ont  la  particularité  de  présenter  une  faible  activité

mitochondriale, associée à une glycolyse importante. Ce phénomène a été observé dès 1924 par

Otto Warburg, qui fut le premier à caractériser la tendance des cellules cancéreuses à transformer le

glucose en lactate dans un processus de fermentation, même en présence d'O2 (Warburg et al., 1924,

WARBURG,  1956).  Ce  processus  était  en  effet  jusque  là  uniquement  décrit  dans  des  cellules

confrontées à un environnement hypoxique (faible taux d'O2,  « effet Pasteur »). Ce métabolisme

particulier, basé sur une glycolyse dite aérobie et une faible activité mitochondriale, est qualifié

d'« effet Warburg ». Depuis, ce type de fonctionnement énergétique a également été observé dans

les cellules souches, embryonnaires comme adultes (Simsek et al., 2010, Shyh-Chang et al., 2013,

Wanet et al., 2015). 

Les niches de cellules souches adultes possèdent généralement une tension en O2 inférieure aux

tissus environnants, et sont donc considérées comme hypoxiques. Des conditions hypoxiques sont

ainsi favorables au maintien de la multipotence pour les différents types de cellules souches adultes.

Elles influencent également leur prolifération et leur différenciation (Mohyeldin et al., 2010, Suda

et al., 2011, Shyh-Chang et al., 2013). Il a de plus été montré que la présence de ROS peut forcer

les  cellules  souches  quiescentes  à  entrer  en prolifération,  et  peut  impacter  leur  choix de destin
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cellulaire  (Tothova  et al., 2007, Chen  et al., 2008, Renault  et al., 2009, Estrada  et al., 2013). La

différenciation  et  la  maturation  des  CSNs  adultes  est  ainsi  concomitante  avec  le  passage  d'un

métabolisme glycolytique à un métabolisme basé sur la phosphorylation oxydative  (Zheng  et al.,

2016, Beckervordersandforth et al., 2017) (Figure 26), et modifier artificiellement le métabolisme

des CSNs influence à la fois leur pluripotence et leur différenciation  (Pistollato  et al., 2007, De

Filippis et Delia, 2011).

Les mécanismes régissant le maintien d'un métabolisme glycolytique dans les cellules souches est

aujourd'hui assez bien caractérisé, grâce à l'étude de différents types de cellules souches adultes, en

particulier  les  cellules  souches  hématopoïétiques.  Il  a  ainsi  été  montré  que  la  protéine

hétérodimérique HIF1 (hypoxia inducible factor 1) joue un rôle clé dans le contrôle du métabolisme

énergétique. HIF1 est constituée de deux sous-unités, HIF1α et HIF1β, qui lorsqu'elles s'associent

agissent en tant que facteur de transcription et activent l'expression de différents gènes liés à la

glycolyse (Wang et al., 1995). Parmi ceux-ci figurent par exemple les transporteurs membranaires

de glucose GLUT1 et 3, l'hexokinase ou la phosphofructokinase (Figure 27). Tandis que HIF1β est

présent de façon constitutive dans la cellule, la présence de HIF1α est conditionnée à un faible taux

d'O2 intracellulaire. En effet, les enzymes prolyl hydroxylases (PHD1, PHD2, PHD3), qui catalysent

l'hydroxylation de HIF1α, conduisant à son ubiquitination puis à sa dégradation, sont activées par

l'O2 (Bruick and McKnight, 2001, Epstein et al., 2001, Ivan et al., 2002). Le fonctionnement des

PHDs nécessite également la présence de fer dans le milieu, ainsi que de l'α-cétoglutarate, qu'elle

transforme en succinate (Figure 27). En plus des gènes codants les enzymes de la glycolyse, HIF1α

active la transcription de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), inhibitrice de l'activité de la

pyruvate déshydrogénase (PDH), empêchant ainsi la transformation du pyruvate en Acétyl-CoA et

l'activation du cycle de Krebs (Kim et al., 2006, Takubo et al., 2013). HIF1α active également la
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Figure  26:  Switch  métabolique  de  la  neurogenèse  adulte.  Les  cellules  souches  neurales  (CSN)  utilisent
principalement un métabolisme de type glycolytique pour obtenir l'énergie nécessaire à leur fonctionnement. Une légère
augmentation  de  la  phosphorylation  oxydative  accompagne  l'activation  des  CSNs  et  leur  transformation  en
progéniteurs,  qui reposent malgré tout toujours majoritairement sur un métabolisme glycolytique. La détermination
cellulaire en précurseur neuronal (NPC) et la différenciation en neuroblaste puis en neurone mature sont concomitantes
avec la mise en place d'un métabolisme reposant  principalement sur  la phosphorylation oxydative.  CSNq :  Cellule
souche neurale quiescente ; CSNa : Cellule souche neurale activée.
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Figure  27: Métabolisme glycolytique.  Dans les cellules reposant sur un métabolisme glycolytique, les conditions
hypoxiques  permettent  la  stabilisation  de  HIF1α,  qui  s'associe  avec  HIF1β  pour  agir  en  temps  que  facteur  de
transcription.  Ils  activent  ainsi  les  transporteurs  de  glucose  GLUT1  et  GLUT3,  l'hexokinase  (HK),  la
phosphofructokinase (PFK), la pyruvate kinase (PK) ainsi que la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), permettant à
la fois une activation de la glycolyse et une inhibition de la formation d'acétyl-CoA à partir du pyruvate. Le pyruvate est
alors transformé en lactate, produisant du NAD+, qui permet l'alimentation de la glycolyse au niveau de l'action de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, qui le retransforme en NADH. La glycolyse est ainsi fortement activée,
tandis que le cycle de Krebs est quasiment inactif. En conditions normoxiques, HIF1α est hydroxylé par les prolyl
hydroxylases (PHD), activées en présence d'oxygène, et permettant de façon concomitante la formation de succinate.
HIF1α est ensuite ubiquitylée par le complexe von Hippel-Lindau (VHL), puis dégradée. 
Les  cellules  prolifératives  ont  besoin  de  synthétiser  une  grande  quantité  de  nucléotides,  ce  qui  est  favorisé  par
l'accélération de la glycolyse, et une grande quantité de lipides pour la formation des membranes cellulaires. Elles
expriment ainsi fortement l'enzyme FASN, essentielle à la lipogenèse. Les cellules quiescentes et peu prolifératives
expriment, elles, la protéine SPOT14, qui, en interagissant avec MIG12, empêche la transformation d'acétyl-CoA en
malonyl-CoA, substrat de FASN. 
L'acétyl-CoA  utilisé  pour  la  biosynthèse  lipidique  provient  principalement  de  la  glutaminolyse.  Cette  voie  de
dégradation  de  l'acide  aminé  glutamine  permet  en  effet  la  formation  de  pyruvate  et  d'acétyl-CoA en  dehors  des
mitochondries. La transformation du glutamate, issu de la glutamine, permet également la formation des acides aminés
arginine, proline, aspartate et asparagine. La biosynthèse lipidique nécessite une grande quantité de NADPH, qui dans
les  cellules  au métabolisme glycolytique peut  provenir  de la  formation de pyruvate via la  glutaminolyse,  et  de la
formation de nucléotides via la voie des pentoses phosphates (VPP), dont l'activité est favorisée par l'accélération de la
glycolyse.  ACC : acétyl-CoA carboxylase ; FASN : fatty acid synthase ; GLUT : glucose transporter ; G6P : glucose-6-
phosphate ; LDH : lactate déshydrogénase ; MCD : malonyl-CoA décarboxylase ; MIG12 : MID-1 interacting protein ;
OH : groupement hydroxyle ; PDH : pyruvate déshydrogénase ; R5P : ribose-5-phosphate ; Ub : ubiquitine.



lactate déshydrogénase (LDH) (Firth et al., 1995), entraînant la dégradation du pyruvate, issu de la

glycolyse, en lactate. Cette réaction permet la production concomitante de NAD+, qui pourra lui-

même alimenter la glycolyse au niveau de la dégradation du GADP en 3-phosphoglycérate. Enfin, il

est à noter que HIF1α peut être un activateur de la DIO3 (désiodase inhibitrice des HTs), comme

montré in vitro dans de nombreux types cellulaires (Simonides et al., 2008, Ciavardelli et al., 2014),

ainsi que d'EGFR via PDK1 (Velpula  et al., 2013). Ces régulations positives sont en accord avec

l'expression dans les CSNs de ces gènes cibles. 

La  prolifération  des  cellules  souches  et  des  progéniteurs  s'accompagne  également  d'une

augmentation  de  la  lipogenèse  (Folmes  et  al.,  2013), pour  laquelle  l'enzyme FASN (fatty  acid

synthase) est essentielle. FASN permet la transformation du malonyl-CoA, issu de la carboxylation

de l'acétyl-CoA, en palmitate, l'un des acides gras les plus présents dans les membranes cellulaires.

Elle est particulièrement exprimée dans les cellules souches neurales et les progéniteurs prolifératifs

chez la souris adulte, et est moins présente dans les cellules en différenciation  (Knobloch  et al.,

2013)  (Figure  27).  Dans  les  cellules  quiescentes  et  faiblement  prolifératives,  FASN  est  peu

exprimée, a l'inverse d'un autre modulateur de la lipogenèse, SPOT14 (ou THRSP, thyroid hormone

responsive  protein).  Lorsqu'il  est  exprimé,  SPOT14  interagit  avec  la  protéine  MIG12  (MID-1

interacting  protein),  empêchant  cette  dernière  de  jouer  son  rôle  d'activateur  de  l'acétyl-CoA

carboxylase (ACC), et inhibant ainsi la transformation de l'acétyl-CoA en malonyl-CoA (Knobloch

et al., 2013). SPOT14 inhibe donc la lipogenèse, maintenant les cellules dans un état de quiescence

ou de prolifération faible, tandis que FASN et MIG12 permettent une lipogenèse accrue dans les

cellules prolifératives (Knobloch et al., 2013). 

La production d'acétyl-CoA à partir de pyruvate étant en partie inhibée par l'action de HIF1α dans

les  cellules  souches,  sa  contribution  à  la  formation  de  nouveaux  lipides  via  l'action  de  FASN

nécessite qu'il soit produit à partir d'une autre source. Il a été montré que l'acide aminé glutamine, le

plus abondement présent dans la circulation sanguine (STEIN et MOORE, 1954, Brosnan, 2003),

peut  être  une source importante d'acétyl-CoA  (DeBerardinis  et  al.,  2007,  Yoo  et  al.,  2004).  Le

métabolisme de la glutamine, ou glutaminolyse, est de plus tout particulièrement actif en conditions

hypoxiques, où il contribue de façon majeure à la lipogenèse (Metallo et al., 2011). La glutamine

permet également la formation d'autres acides aminés, pour certains via la production de plusieurs

molécules intermédiaires  du cycle de Krebs,  ce qui a  été tout particulièrement prouvé dans les

cellules  en  prolifération  (Hanson  et  Parsons,  1977,  Lanks,  1987,  Newsholme  et  al.,  1985,

DeBerardinis et al., 2007) (Figure 27). La glutamine est donc essentielle à la production accrue de

lipides et d'acides aminés en l'absence d'activation de la respiration mitochondriale via le pyruvate

dans les cellules souches activées et les progéniteurs. 
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III.3.2. Rôle du métabolisme glycolytique

L'avantage que tirent les cellules cancéreuses et les cellules souches du métabolisme glycolytique

reste débattu. Mais une recontextualisation du métabolisme énergétique de ces cellules permet de

mieux  le  comprendre.  Les  cellules  quiescentes  sont  par  définition  peu  actives  et  utilisent  peu

d'énergie.  Elles  n'ont  donc  pas  de  nécessité  à  produire  une  grande  quantité  d'ATP. De  plus,

l'inhibition de la respiration mitochondriale est essentielle à leur maintien en quiescence, comme

nous l'avons vu plus haut. Il n'est donc pas étonnant que leur métabolisme soit très largement basé

sur la glycolyse.  En revanche, la prolifération cellulaire demande beaucoup d'énergie ;  dès lors,

pourquoi  les  cellules  en  prolifération  utilisent-elles  si  peu la  respiration  mitochondriale,  source

intracellulaire d'ATP pourtant la plus efficace ? 

La prolifération implique la capacité des cellules à répliquer l'ensemble de leur contenu, dont leur

ADN, leurs protéines et leurs membranes. La production en grande quantité de nucléotides, d'acides

aminés et de lipides nécessite bien sûr l'utilisation d'ATP, mais également de NADPH, qui ne fait

pas partie des produits générés par le cycle de Krebs et la chaîne respiratoire. Une grande quantité

de NADPH est en effet nécessaire à la formation de lipides : la transformation d'une molécule de

malonyl-CoA en  palmitate  nécessite  par  exemple  14  molécules  de  NADPH.  Le  NADPH  est

également  nécessaire,  dans  une  moindre  mesure,  pour  la  formation  de  nucléotides  et  d'acides

aminés.  Deux voies  métaboliques  sont  privilégiées  pour  la  formation de NADPH :  la  voie des

pentoses phosphates et la glutaminolyse (Figure 27). Ces deux voies sont particulièrement actives

dans le cadre du métabolisme glycolytique. La glutamine permet en effet la formation d'acétyl-CoA

et d'acides aminés,  mais également la production de pyruvate indépendamment de la glycolyse,

transformation générant du NADPH. La voie des pentoses phosphates est quant à elle indirectement

activée grâce à la formation du lactate. La transformation du pyruvate en lactate génère en effet du

NAD+, qui est nécessaire à la conversion du GADP en 3-phosphoglycérate. La formation de lactate

permet ainsi de maintenir un équilibre entre NAD+ et NADH, qui favorise une accélération de la

glycolyse. Plus de glucose-6-phosphate est ainsi produit, permettant une activation plus importante

de la voie des pentoses phosphates, génératrice de NADPH, et ainsi une plus grande génération de

nucléotides (Lunt et Vander Heiden, 2011). 

Une augmentation de la production d'acides aminés est également permise par l'intensification de la

glycolyse (production de sérine,  glycine,  cystéine,  alanine),  de la  voie des pentoses phosphates

(production  de  tyrosine)  et  de  la  glutaminolyse  (production  de  glutamine,  glutamate,  proline,

arginine, aspartate, asparagine). Enfin, malgré l'efficacité moins grande de la glycolyse par rapport à
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la phosphorylation oxydative (production de 2 ATP par molécule de glucose pour la glycolyse vs 36

ATP pour  la  phosphorylation  oxydative),  l'accélération  de  la  glycolyse  permet  également  une

augmentation significative de la production d'ATP (Pfeiffer et al., 2001). 

III.4. Dynamiques mitochondriales

Les mitochondries  ont longtemps été  perçues  comme des  entités  distinctes  les unes des autres,

réparties dans le cytoplasme cellulaire. On sait aujourd’hui qu'elles forment un réseau dynamique,

dont  la  densité  et  la  morphologie  varient  en  fonction  du  type  cellulaire  et  des  conditions

physiologiques. Ainsi, les mitochondries peuvent fusionner ou se diviser (fission). La biogenèse

mitochondriale, les événements de fusion et de fission, ainsi que les déplacements mitochondriaux

intracellulaires constituent ce que l'on nomme les « dynamiques mitochondriales » (Figure 28). Une

bonne  coordination  de  ces  dynamiques  est  essentielle  pour  garantir  un  bon  fonctionnement

mitochondrial et pour répondre à l'évolution des besoins énergétiques de la cellule  (Benard et al.,

2007).  Une  forte  demande  énergétique  requiert  une  forte  activité  mitochondriale,  et  est  ainsi

associée à des dynamiques mitochondriales importantes. C'est par exemple le cas dans les neurones,

sensibles à des altérations de ces processus : plusieurs maladies neurodégénératives sont associées à

des problèmes de fission, de fusion ou de biogenèse mitochondriale dans le système nerveux (Itoh

et al., 2013, Ramonet et al., 2013, Johri et al., 2013). La maladie d'Alzheimer est ainsi associée à

une augmentation de la fission et à une diminution de la fusion et de la biogenèse mitochondriales

dans les neurones affectés, ainsi qu'à un mauvais transport axonal des mitochondries (Silva et al.,

2013, Manczak et al., 2011, Calkins et al., 2011). Cette défaillance des dynamiques mitochondriales

entraîne une faible production d'ATP au niveau synaptique, provoquant un dysfonctionnement des

synapses  (Manczak  et al., 2011, Calkins  et al., 2011). La maladie de Parkinson est elle aussi en

partie  caractérisée  par  une  altération  des  dynamiques  mitochondriales,  associée  à  un  déficit  de

respiration mitochondriale (Bose et Beal, 2016). Une régulation anormale de l'équilibre entre fusion

et  fission a  également  été  décrite  chez  des  patients  et  des  modèles  animaux de la  maladie  de

Huntington (Bossy-Wetzel et al., 2008, Song et al., 2011), et de la sclérose en plaque (Bando et al.,

2015, Campbell et al., 2014).

III.4.1. Biogenèse mitochondriale
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Figure 28: Dynamiques mitochondriales. Les dynamiques mitochondriales comprennent l'ensemble des événements
de transformation et de déplacement des mitochondries à l’intérieur de la cellule. Leur activation permet de répondre
aux besoins énergétiques de la cellule et de contrôler leur bon fonctionnement. L'activation des gènes PGC1a, NRF1 et
2  et  TFAM  permet  l'activation  de  l'expression  de  l'essentiel  des  protéines  constitutives  des  mitochondries,  soit
directement au niveau du génome mitochondrial, soit au niveau du génome nucléaire. La fusion mitochondriale permet
la formation de mitochondries plus grandes et  interconnectée en réseaux trabéculaires,  optimisant leur activité.  La
fusion des  membranes  mitochondriales  externes  a  lieu grâce  à l'interaction  des  mitofusines  MFN1 et  MFN2. Les
mitofusines des deux mitochondries en fusion interagissent au niveau de leur extrémité C-terminale, et l'hydrolyse de
GTP  au  niveau  du  domaine  GTPase  de  leur  extrémité  N-terminale  permet  la  fusion  des  membranes  externes.
L'interaction des formes longues de la protéine OPA1 (l-OPA1) permet par la suite la fusion des membranes internes. La
fission  mitochondriale  est  nécessaire  pour  la  destruction  des  régions  mitochondriales  endommagées  et  pour  le
déplacement des mitochondries à l'intérieur du cytoplasme. Après son activation par phosphorylation au niveau de son
résidu  sérine  616,  DRP1  interagit  avec  les  protéines  MFF,  MiD49,  MiD51  et  FIS1  situées  à  la  surface  des
mitochondries. Elle forme ainsi plusieurs chaînes polymériques successives autour du site de clivage. L'hydrolyse de
GTP entraîne un resserrement des polymères jusqu'à la séparation des deux mitochondries filles. Le déplacement des
mitochondries  dans la  cellule  se fait  le  long des  microtubules  grâce aux  kinésines  et  aux  dynéines,  et  le  long de
filaments d'actines, généralement pour les déplacements moins importants, grâce aux myosines (non représentées). Le
transport des mitochondries par ces protéines moteur se fait grâce à l'hydrolyse de molécules d'ATP. Les mitochondries
endommagées sont englobées par un autophagosome, ce qui permettra, après fusion avec un lysosome, la mitophagie.



La biogenèse mitochondriale correspond au processus menant à une augmentation globale de la

masse mitochondriale intracellulaire. Associée aux événements de fusion et de fission, la biogenèse

mitochondriale  permet  ainsi  la  présence  de  mitochondries  en  plus  grand nombre  et/ou  de  plus

grande taille dans le cytoplasme. Cela passe par une production accrue des protéines constitutives

des  mitochondries,  issues  de  gènes  présents  soit  dans  le  génome  nucléaire,  soit  au  niveau  du

génome  mitochondrial.  Certaines  protéines  sont  en  effet  produites  directement  dans  les

mitochondries, mais la majorité d’entre elles sont issues de gènes nucléaires, et nécessitent d'être

transportés à l'intérieur des mitochondries. Des transporteurs mitochondriaux, les protéines TOM

(translocases of outer mitochondrial membrane), permettent le passage des protéines traduites dans

le cytoplasme vers l'espace intermembranaire. Elles pourront alors soit être repliées et intégrer la

membrane externe  ou  rester  dans  l'espace  intermembranaire,  soit  être  prises  en  charge  par  des

transporteurs de la membrane interne, les TIM (translocases of inner mitochondrial membrane),

afin d'intégrer la matrice ou la membrane interne. 

III.4.1.1. PGC1α et TFAM

La biogenèse mitochondriale est largement contrôlée par le coactivateur de transcription PGC1α

(PPARGC1α,  peroxisome  proliferator-activated  receptor  gamma  coactivator  1α),  qui  régule

l'expression  de  nombreux  gènes  liés  au  métabolisme  énergétique  via  son  interaction  avec  le

récepteur nucléaire PPARγ. Il fait partie de la famille PGC1, comprenant trois membres, PGC1α,

PGC1β et PRC (PGC related coactivator). Les trois protéines sont impliquées dans le métabolisme

mitochondrial. PGC1β a en effet été décrit comme étant, entre autres, un activateur de la biogenèse

et de la respiration mitochondriale  (Lin  et al., 2002, St-Pierre  et al., 2003), tandis que PRC est

impliqué  dans  la  régulation  de  l'expression  des  complexes  protéiques  de  la  chaîne  respiratoire

(Vercauteren et al., 2009). Mais l'action de PGC1α est aujourd’hui la mieux caractérisée. Wu et al.

ont  montré  que  PGC1α coactive  la  transcription  des  facteurs  de  transcription  NRF1  et  NRF2

(nuclear respiratory factors 1 & 2) (Wu et al., 1999, Leone et al., 2005), et augmente l'activité de

NRF1 en coactivant la transcription de ses gènes cibles (Wu et al., 1999). NRF1 et NRF2 activent

en particulier l'expression du facteur de transcription TFAM (mitochondrial transcription factor A).

Une fois exprimé, TFAM est transporté dans les mitochondries, où il joue un rôle essentiel dans

l'activation de la réplication et de la transcription de l'ADN mitochondrial (Picca and Lezza, 2015).

Plusieurs des gènes codants les sous-unités des complexes I, III, IV et V de la chaîne respiratoire

sont situés sur le génome mitochondrial et sont ainsi dépendants de la présence de TFAM. Les

gènes spécifiques des quatre sous-unités du complexe II sont en revanche tous nucléaires. PGC1α
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exerce également une action de protection contre les ROS produits lors de l'augmentation de la

respiration  mitochondriale,  grâce  au  contrôle  de  l'expression  de  plusieurs  enzymes  de

détoxification, telles que la SOD2 (St-Pierre  et al., 2006, Valle  et al., 2005). La surexpression de

PGC1α améliore la survie cellulaire dans des conditions de stress oxydatif, montrant l'importance

qu'a PGC1α dans les processus antioxydants (St-Pierre et al., 2006, Valle et al., 2005). Enfin, on sait

que la signalisation thyroïdienne est impliquée dans le contrôle de la biogenèse mitochondriale (voir

partie III.6.), notamment via PGC1α. L'expression de PGC1α est en effet directement régulée par la

T3 via un TRE, comme montré in vivo et  in vitro dans des cellules hépatiques de rat  (Wulf et al.,

2008). Par ailleurs, PGC1α semble lui-même pouvoir moduler l'expression de TRα en favorisant

l'expression de TRα2 aux dépends de TRα1  (Thijssen-Timmer  et al.,  2006), et  agir  comme co-

activateur de plusieurs gènes induits par la T3 via une interaction avec TRβ (Yuan et al., 2013). 

III.4.1.2. SIRT1

Les sirtuines (SIRT, silent information regulator two) constituent chez les mammifères un groupe de

7 enzymes catalysant la déacétylation de diverses protéines, dont beaucoup jouent un rôle important

au niveau du métabolisme cellulaire. Elles font partie du groupe des histones déacétylases de classe

III, dont l'activité est dépendante d'un fort ratio NAD+/NADH (Tanner et al., 2000, Lin et al., 2004).

Parmi  elles,  seules  SIRT3,  SIRT4  et  SIRT5  sont  connues  pour  être  localisées  au  niveau  des

mitochondries. SIRT3 joue un rôle dans l'activation du complexe I de la chaîne respiratoire (Ahn et

al., 2008), SIRT4 dans la modulation de l'activation de la glutamate déshydrogénase, qui permet la

formation de l'α-cétoglutarate (Haigis et al., 2006), et SIRT5 permet l'activation du cycle de l'urée

dans le foie  (Nakagawa  et al.,  2009).  SIRT1 exerce en revanche son activité principalement au

niveau nucléaire, mais a tout de même une forte influence sur la biogenèse mitochondriale. 

SIRT1 possède à la fois des séquences signal d'importation et d'exportation nucléaire, et apparaît

pouvoir naviguer entre le noyau et le cytoplasme en fonction des conditions (Tanno et al., 2007). Si

la présence de SIRT1 au niveau cytoplasmique permet l'activation de l'acétyl-CoA synthétase, qui

catalyse la formation d'acétyl-CoA à partir d'acétate  (Hallows  et al., 2006), cette localisation est

également associée à une augmentation de l'apoptose  (Jin  et al.,  2007). Les principaux rôles de

SIRT1  apparaissent  être  au  niveau  nucléaire,  où  l'enzyme  permet  la  déacétylation  d'histones

(Vaquero  et  al.,  2006),  d'histone  méthyl-transférases  (Vaquero  et  al.,  2007) et  de  facteurs  de

transcription  (Lagouge  et  al.,  2006,  Brunet  et  al.,  2004,  Yeung  et  al.,  2004).  En particulier, la

déacétylation  de  PGC1α  par  SIRT1  permet  l'activation  du  cofacteur  de  transcription,  et  donc

l'activation de la biogenèse mitochondriale (Lagouge et al., 2006, Nemoto et al., 2005). 
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En plus de leur localisation nucléaire, Aquilano et al. ont démontré pour la première fois l'existence

d'une  localisation  secondaire  possible  de  SIRT1  et  de  PGC1α  au  niveau  mitochondrial,  dans

différentes lignées cellulaires et dans plusieurs organes murins dont le cerveau  (Aquilano  et al.,

2010).  Les  deux  protéines  apparaissent  alors  associées  avec  TFAM,  au  niveau  de  l'ADN

mitochondrial  (Bogenhagen, 2012, Campbell  et al., 2012). Ces observations permettent d'émettre

l'hypothèse  selon  laquelle  SIRT1  et  PGC1α,  en  plus  de  leurs  actions  nucléaires,  pourraient

également agir directement sur la transcription de gènes mitochondriaux. Par ailleurs, les travaux de

Gurd  et al. indiquent que le taux de transcription de  Sirt1 n'est pas nécessairement corrélé à son

activité. Les auteurs montrent en effet que si l'augmentation de l'activité de la déacétylase corrèle

bien avec une augmentation de la  densité  mitochondriale,  ce n'est  pas le  cas  de la  quantité  de

protéine SIRT1 présente au niveau nucléaire dans les cellules de muscle de rat (Gurd et al., 2009,

Gurd et al., 2011). Ils observent de plus une corrélation négative entre l'expression de SIRT1 et celle

de PGC1α dans leur modèle, que l'on peut interpréter comme un possible rétrocontrôle de l'activité

d'une protéine sur l'expression de l'autre (Gurd et al., 2009). 

Lorsqu'une  cellule  mature  produit  une  trop  grande quantité  de  pyruvate  en  comparaison de  sa

capacité  mitochondriale,  celui-ci  est  transformé  en  lactate.  Cette  réaction  utilise  également  du

NADH et  génère  du  NAD+, augmentant  ainsi  le  ratio  NAD+/NADH cellulaire,  ce  qui  favorise

l'activation de SIRT1, et donc de PGC1α  (Rodgers  et al., 2005). L'activation de SIRT1 dans les

cellules souches et  progéniteurs (voir  partie  I.3.2.5.)  peut ainsi  être  mise en parallèle  avec leur

métabolisme glycolytique, générateur de lactate et de NAD+ en proportions importantes (voir partie

III.3.).  L'activation de PGC1α par SIRT1 pourrait  aussi se faire de façon indirecte.  En effet,  la

déacétylation  de  la  sérine-thréonine  kinase  LKB1  entraîne  la  phosphorylation  et  activation  de

l'AMPK  (AMP-activated  protein  kinase)  (Lan  et  al.,  2008),  elle-même  impliquée  dans  la

phosphorylation  activatrice  de  PGC1α  (Jäger  et  al.,  2007).  L'AMPK,  activée  par  une  faible

concentration en ATP, semble par ailleurs pouvoir induire une augmentation du ratio NAD+/NADH

via  la  β-oxydation  des  acides  gras  (Cantót  al.,  2009),  promouvant  indirectement  elle  aussi  la

biogenèse mitochondriale via l'induction de SIRT1. 

SIRT1 pourrait  également  être  impliqué dans  le  processus  de destruction  de  mitochondries,  ou

mitophagie.  Plusieurs  études  ont  en  effet  montré  que  la  déacétylase  peut  jouer  un  rôle  dans

l'activation  de  la  dégradation  des  mitochondries  endommagées,  notamment  en  cas  de  stress

cellulaire (Yoshii et Mizushima, 2015, Ng et Tang, 2013). L'implication d'une même protéine dans

l'induction  de  la  mitogenèse  et  de  la  mitophagie  peut  sembler  paradoxale,  mais  les  deux

phénomènes  sont  en  réalité  complémentaires.  L'augmentation  de  la  capacité  et  de  l'activité

mitochondriales passent en effet par une induction de l'ensemble des dynamiques mitochondriales,

117



y compris la  destruction des organelles endommagées,  permettant ainsi  une meilleure efficacité

énergétique globale et une limitation de la génération de ROS (Wai and Langer, 2016).

III.4.2. Fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale consiste en la jonction de deux mitochondries distinctes au niveau de leurs

membranes internes et externes (Figure  28). Lorsque ce processus est particulièrement actif,  les

mitochondries peuvent constituer un véritable réseau cytoplasmique, alors qualifié de trabéculaire.

On considère généralement que les cellules possédant un tel réseau ont une plus grande capacité à

répondre à une forte demande énergétique, grâce à une phosphorylation oxydative plus efficace.

Plus  précisément,  un  réseau  de  mitochondries  fortement  interconnectées  permet  (1)  une

communication accrue avec le réticulum endoplasmique, facilitant l'entrée de nouvelles protéines

mitochondriales  dans  les  organelles,  et  (2)  une dilution  du contenu matriciel,  limitant  ainsi  les

dommages  causés  par  l'accumulation de mutations  pouvant  apparaître  sur  l'ADN mitochondrial

(Youle et van der Bliek, 2012). 

La fusion est  principalement contrôlée par trois protéines chez les mammifères, les mitofusines

MFN1 et  MFN2,  et  OPA1 (optic  atrophy  1)  (Cipolat  et  al.,  2004,  Zorzano  et  al.,  2010),  qui

appartiennent à la famille des dynamines et à la sous-famille des dynamin-like proteins (DLP), très

conservées  au  sein  des  organismes  eukaryotes  (Roy  et  al.,  2015,  Logan,  2010).  Ce  sont  des

GTPases,  c'est-à-dire  qu'elles possèdent un domaine spécifique de liaison à la GTP (guanosine

triphosphate), le domaine G, permettant l'hydrolyse de la GTP en GDP (guanosine diphosphate),

sous  condition  de  dimérisation  protéique  (Gasper  et  al.,  2009).  MFN1 et  MFN2 possèdent  un

domaine  transmembranaire  localisé  dans  la  membrane mitochondriale  externe,  tandis  que  leurs

extrémités N-terminale et C-terminale sont dirigées vers le cytoplasme (Rojo et al., 2002). Lors d'un

événement  de  fusion,  les  mitofusines  1  et  2  situées  sur  les  deux  mitochondries  d'origine

s'hétérodimérisent ou s'homodimérisent et  hydrolysent les molécules de GTP qui leur sont liées

(Carlucci  et al.,  2008). Ces deux réactions permettent un rapprochement des deux organelles et

l'assemblage  de  leurs  bicouches  lipidiques  externes,  probablement  via  ubiquitinylation  et

dégradation des dimères de mitofusines, comme cela a été montré chez la levure  (Anton  et al.,

2011, Cohen et al., 2011). MFN1 et MFN2 sont toutes les deux nécessaires à la fusion et doivent

être présentes sur les deux mitochondries pour que la fusion puisse avoir lieu  (Chen et al., 2003,

Koshiba et al., 2004). 

Après la fusion de la membrane mitochondriale externe a lieu celle de la membrane interne, médiée

par OPA1. OPA1 est une protéine existant sous plusieurs formes : des formes courtes (c-OPA1),
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situées dans l'espace intermembranaire, et des formes longues (l-OPA1), intégrées à la membrane

interne  (Song  et  al.,  2007).  Les  différentes formes longues  peuvent  être  produites par épissage

alternatif,  puis  une  partie  d'entre  elles  seront  clivées  en  c-OPA1 grâce  à  l'action  de  plusieurs

protéases,  OMA1 et  YME1L chez  les  mammifères  (Song  et  al.,  2007,  Ehses  et  al.,  2009).  Si

certaines études ont indiqué que les formes courtes et longues étaient toutes les deux nécessaires à

la fusion chez la levure (Zick et al., 2009, Song et al., 2007), il est aujourd'hui acquis que seule la

forme longue est indispensable à la fusion chez les mammifères, tandis que la présence de la forme

courte dans l'espace intermembranaire promeut la fission (Anand et al., 2014, Wai et al., 2016). La

modulation de la quantité de formes longues et courtes semble donc essentielle à la régulation des

dynamiques mitochondriales, Par exemple, en cas de stress cellulaire, l'activation de OMA1 induira

le clivage de l-OPA1 en c-OPA1, favorisant la fission nécessaire à la mitophagie. Par ailleurs, OPA1

est également importante pour la phosphorylation oxydative : elle interagit directement avec les

complexes I, II et III de la chaîne respiratoire (Zanna et al., 2008) et joue un rôle essentiel dans leur

assemblage au sein de la membrane interne, et plus généralement dans la structuration des crêtes

mitochondriales  (Cogliati  et al., 2013). Enfin il est intéressant de noter que la protéine HIGD1a

(hypoxia-induced gene domain protein-1a),  induite  par  des  conditions  hypoxiques  et  également

située dans la membrane mitochondriale interne, inhibe la fission mitochondriale en empêchant le

clivage de l-OPA1 dans les cellules HeLa (An et al., 2013).

Plusieurs  études  ont  montré  que  PGC1α  est  aussi  impliqué  dans  l'activation  de  la  fusion

mitochondriale. Martin et al. ont ainsi révélé une induction directe de la transcription de Mfn1 par

PGC1α dans des cellules de muscle cardiaque de souris  (Martin  et al., 2014b).  L'inactivation de

PGC1α et de PGC1β entraîne une diminution de l'expression de  Mfn1, mais aussi de  Mfn2 et de

Opa1 dans le même modèle (Martin et al., 2014b). À l'inverse, une surexpression de PGC1α induit

la transcription de Mfn1 dans des cellules neuronales de rats (Dabrowska et al., 2015).

III.4.3. Fission mitochondriale

La fission est le processus par lequel les mitochondries sont fragmentées en plusieurs organelles

indépendants (Figure  28).  Elle  peut  avoir  plusieurs  fonctions,  parmi lesquelles  (1)  ségréger  les

régions endommagées des mitochondries afin de les éliminer par mitophagie,  et donc optimiser

l'activité  mitochondriale globale,  (2) assurer une distribution mitochondriale dans l'ensemble du

cytoplasme, en permettant le transport de plus petites structures via le cytosquelette, ou encore (3)

répartir les mitochondries entre cellules-filles lors de divisions cellulaires (Westermann, 2010). 
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La DLP DRP1 (dynamin-related protein 1) est l'effecteur principal de la fission. Elle possède un

domaine GTPase en N-terminal et une région centrale permettant la polymérisation. À la suite de

son activation, DRP1 est recrutée depuis le cytoplasme vers la membrane mitochondriale externe,

où elle interagit avec plusieurs récepteurs, tels que FIS1 (mitochondrial fission 1), aujourd’hui le

mieux caractérisé, MFF (mitochondrial fission factor), MiD49 et MiD51 (mitochondrial dynamics

proteins, 49 / 51 kDA) (Wai et al., 2016, Palmer et al., 2013). La fission a principalement lieu au

niveau  de  sites  d'interactions  entre  les  mitochondries  et  le  réticulum  endoplasmique,  où  est

exprimée  la  protéine  INF2  (inverted  formin  2)  (Korobova  et  al.,  2013). INF2  permet  la

polymérisation de filaments d'actine entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique, et facilite

ainsi à la fois l'interaction de DRP1 avec la membrane mitochondriale, et le processus de fission en

lui-même (Friedman et al., 2011, Korobova et al., 2013). Une fois liée à la surface mitochondriale,

DRP1 se polymérise en chaînes protéiques, tout autour du site de clivage  (Figure 28). L'hydrolyse

de la  GTP fournit  alors l'énergie nécessaire  à un changement de conformation de la  chaîne de

DRP1,  entraînant  le  resserrement  du polymère  jusqu'à  séparation  des  deux mitochondries  filles

(Carlucci et al., 2008). 

Plusieurs  modifications  post-traductionnelles  régulent  l'activité  de  DRP1.  L'ubiquitine-ligase

MITOL (mitochondrial ubiquitin ligase, ou MARCH5, membrane associated ring-CH-type finger

5)  peut  entraîner  l'ubiquitinylation  de  DRP1,  promouvant  ainsi  la  fission  (Escobar-Henriques,

2014), tandis que son inactivation entraîne la formation d'un réseau mitochondrial hyperfusionné

(Zemirli  et  al.,  2014).  MITOL cible  également  FIS1,  mais  aussi  MFN1,  et  ne  serait  donc pas

spécifique de l'activation de la fission (Park et al., 2010). Une réaction de déSUMOylation par la

protéase SENP5 (SUMO1/sentrin specific peptidase 5) semble favoriser la polymérisation de DRP1

et la fission (Zunino et al., 2009). La fission peut également être stimulée par la SUMOylation de

DRP1 par  la  ligase  MAPL (mitochondria-anchored protein  ligase),  mais  cette  modification  ne

semble cependant pas indispensable (Braschi  et al., 2009). Plusieurs réactions de phosphorylation

sont en revanche des déterminants majeurs de l'activation ou de l'inhibition de DRP1. Tandis que la

phosphorylation  du  résidu  sérine  616  (pDRP1S616)  par  le  complexe  cycline  B1-CDK1 (cyclin-

dependent kinase 1) active DRP1 et promeut la fission  (Taguchi  et al., 2007, Yamano et Youle,

2011, Tailor et al., 2014), la phosphorylation de la sérine 637 (pDRP1S637) par la protéine kinase A

dépendante  de  l'AMPc  (PKA)  inactive  la  fission  en  bloquant  l'activité  GTPase  (Chang  et

Blackstone, 2007, Cribbs et Strack, 2007, Labbé  et al., 2014). La déphosphorylation de la sérine

637 par la calcineurine permet sa réactivation et promeut la translocation de DRP1 vers la surface

mitochondriale (Friedman et Nunnari, 2014).

120



Si la fission au niveau de la membrane mitochondriale externe est aujourd’hui bien caractérisée, on

comprend encore mal si la division de la membrane interne n'est due qu'à l’action de constriction de

DRP1 sur la membrane externe, ou si d'autres mécanismes moléculaires entrent en jeu. On sait

cependant que les c-OPA1, situées dans l'espace intermembranaire et issues du clivage des l-OPA1

de la  membrane interne,  promeuvent  la  fission.  Anand  et  al. ont  ainsi  montré que les  c-OPA1

s'accumulent  dans  l'espace intermembranaire au niveau du site  de fission,  colocalisant  avec les

protéines de fission DPR1 et MiD49 (Anand et al., 2014). Le clivage de l-OPA1 pourrait donc jouer

un rôle dans la fission de la membrane interne, par un mécanisme restant à définir. Par ailleurs, la

protéine  MTP18  (mitochondrial  protein  18kDa),  principalement  localisée  dans  la  membrane

interne, semble également promouvoir la fission et le recrutement de DRP1 (Tondera et al., 2005),

mais le mécanisme impliqué reste là aussi à élucider. 

PGC1α a également la capacité de moduler la fission mitochondriale. Guo et al. ont par exemple

montré l'inhibition de DRP1 par PGC1α dans des cellules rénales de rat (Guo et al., 2015), tandis

que  Dabrowska et  al. ont  révélé  la  capacité  de  PGC1α  à  inhiber,  mais  également  à  activer

l'expression de DRP1, notamment en cas de stress cellulaire, par fixation directe sur le promoteur de

son gène dans des neurones de rats (Dabrowska  et al., 2015). Une invalidation de PGC1α et de

PGC1β entraîne également une diminution de l'expression de Drp1, ainsi que de Fis1, dans le cœur

de rats  (Martin  et  al.,  2014a).  Par ailleurs,  il  a été  montré  in  vitro dans des cellules  issues de

neurosphères qu'une inhibition spécifique de DRP1 entraîne une baisse du potentiel membranaire et

de  la  production  d'ATP  (Kim  et  al.,  2015).  Ce  résultat  montre  l'importance  de  l'ensemble  des

dynamiques mitochondriales dans la régulation de la respiration mitochondriale.

III.4.4. Mobilité mitochondriale

La mobilité mitochondriale est nécessaire pour assurer une bonne distribution des organelles dans le

cytoplasme et une production locale d'ATP efficace. Les processus de transport des mitochondries

sont  ainsi  particulièrement importants dans les  cellules possédant un cytoplasme étendu ou des

prolongements  cellulaires.  C'est  particulièrement  le  cas  pour  les  neurones,  dont  les  synapses,

généralement  situées  aux  extrémités  des  prolongements,  ont  une  demande  en  énergie  très

importante (Saxton et Hollenbeck, 2012). 

Le transport des mitochondries s'effectue au niveau des microtubules et des filaments d'actine. Il est

facilité par une activation de la fission, qui permet le déplacement de plus petites structures. Ce

processus a lieu grâce au couplage des mitochondries avec des complexes protéiques qualifiés de

« moteurs », les kinésines, les dynéines et les myosines. Ces différents complexes protéiques sont
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généralement constitués de deux sous-unités moteur, en contact avec le microtubule ou le filament

d'actine à une extrémité, et liées par leur autre extrémité à des sous-unités de liaison à l'entité à

transporter  (par  exemple  les  mitochondries).  Les  sous-unités  moteur  des  protéines  de  transport

possèdent chacune un site de liaison aux microtubules ou à l'actine, et un site de liaison à l'ATP,

dont l'hydrolyse fournit l'énergie nécessaire au déplacement. Les étapes successives de liaison et

d'hydrolyse de l'ATP, puis de relargage d'ADP, changent tour à tour la conformation de chacun des

domaines moteur, permettant au complexe d'avancer (Rice et al., 1999, Rayment et al., 1993, Carter

et al., 2011). Les kinésines se déplacent principalement le long des microtubules depuis le centre de

la  cellule  vers  les  extrémités,  permettant  un  transport  dit  « antérograde »  des  mitochondries

(Hirokawa  et al., 2010). Les mitochondries possèdent un complexe adaptateur spécifique le liant

aux kinésines,  et  possiblement aux autres  protéines de transport,  constitué des protéines MIRO

(Mitochondrial Rho-GTPase), ancré à la membrane mitochondriale externe (Macaskill et al., 2009),

et MILTON, qui lie MIRO et la protéine de transport (Glater et al., 2006). Les dynéines permettent

le transport des mitochondries sur les microtubules dans le sens opposé (transport « rétrograde »),

depuis  les  extrémités  vers  le  centre  de  la  cellule.  Les  myosines  peuvent,  elles,  permettre  le

déplacement  des  organelles  de  façon  antérograde  (par  exemple  la  myosine  V)  ou  rétrograde

(myosine VI),  uniquement sur les filaments d'actine  (Lister  et al.,  2004, Saxton et  Hollenbeck,

2012).

III.5. Métabolisme mitochondrial des cellules cérébrales

Les cellules du système nerveux central comme du système nerveux périphérique ont des besoins

importants  en  énergie,  pour  lesquels  elles  reposent  presque  exclusivement  sur  le  métabolisme

mitochondrial. Un mauvais fonctionnement des mitochondries des neurones périphériques et des

cellules  de  Schwann,  qui  forment  la  myéline  en  périphérie,  est  ainsi  associé  à  de  nombreuses

pathologies neurodégénératives (Carelli et Chan, 2014, Schon et Przedborski, 2011, Fernyhough et

al.,  2010).  Dans le  cadre de cette  thèse,  nous nous consacrerons  ici  aux rôles du métabolisme

mitochondrial dans la neurogenèse et au niveau cérébral.

III.5.1. Métabolisme mitochondrial et différenciation des CSNs

L'activation du métabolisme mitochondrial est essentielle à la différenciation des CSNs, dans le

cadre du passage d'un métabolisme glycolytique à un métabolisme basé sur  la  phosphorylation
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oxydative (Zheng et al., 2016, Beckervordersandforth et al., 2017, Llorens-Bobadilla et al., 2015).

Zheng et al. ont montré à partir de cellules souches pluripotentes induites (induced pluripotent stem

cells,  iPSCs)  que  ce  changement  métabolique  s'accompagne  d'une  diminution  importante  de

l'expression de la plupart des enzymes de la glycolyse durant la différenciation neuronale (Zheng et

al.,  2016),  tandis  que  d'autres  études  confirment  l'augmentation  concomitante  de  la  respiration

mitochondriale et de l'expression des gènes qui y sont associés (Beckervordersandforth et al., 2017,

Shin  et  al.,  2015,  Llorens-Bobadilla  et  al.,  2015).  Une  perturbation  du  fonctionnement

mitochondrial provoque des altérations importantes de la neurogenèse embryonnaire comme de la

neurogenèse adulte, en empêchant la prolifération et la différenciation des CSNs et des progéniteurs

(Khacho  et  al.,  2016,  Beckervordersandforth  et  al.,  2017). Au  contraire,  une  stimulation  de  la

respiration  mitochondriale  peut  participer  à  la  restauration  d'une  neurogenèse  normale  dans  un

modèle murin de la maladie d'Alzheimer (Richetin et al., 2017). Beckervordersandforth et al. ont

ainsi  montré  qu'une  inactivation  de  TFAM,  essentiel  pour  l'augmentation  des  capacités

mitochondriales,  provoque une diminution drastique du nombre de progéniteurs  et  de neurones

immatures produits dans l'hippocampe adulte  (Beckervordersandforth  et al., 2017). Calingasan  et

al.  ont, quant à eux, étudié l'impact sur la neurogenèse adulte d'une déficience en une enzyme du

cycle  de  Krebs,  l'α-cétoglutarate  déshydrogénase.  Les  auteurs  ont  observé  une  réduction

significative du nombre de neuroblastes produits dans la SGZ en cas d'empêchement du cycle de

Krebs, et une tendance non-significative à la réduction du nombre de neuroblastes au sein de la

SVZ  (latéro-ventrale  et  dorsale)  (Calingasan  et  al.,  2008).  Mais  l'impact  du  métabolisme

mitochondrial sur la neurogenèse adulte au sein de la SVZ reste peu étudié.  

De  façon  inattendue,  Le  Belle et  al. ont  montré  chez  la  souris  adulte  que  les  CSNs  activées

produisent  une  quantité  importante  de  ROS  (Le  Belle  et  al.,  2011).  Ces  ROS se  sont  révélés

provenir  en partie de l'activité de la NADPH oxydase 2 (NOX2),  dont l'inhibition entraîne une

diminution de la prolifération des CSNs. À l'inverse, une augmentation de l’activité de la NOX2

entraîne une augmentation de la prolifération dans la niche (Le Belle et al., 2011). Les auteurs ont

de plus montré que cette production de ROS permettait l'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR, qui

stimule la prolifération cellulaire (Le Belle et al., 2011). Les CSNs possèdent également une forte

expression de la glutathion peroxydase et d'UCP2, qui jouent un rôle d'antioxydant et protègent les

cellules indifférenciées des dommages pouvant être causée par les ROS  (Madhavan  et al., 2006,

Madhavan et al., 2008, Romanko et al., 2004). De façon étonnante, les ROS provenant de l'activité

mitochondriale ont un effet opposé aux ROS provenant de l'activité des NOXs dans les cellules

souches.  Il  est  en effet  connu que l'augmentation  de la  production de  ROS est  nécessaire  à  la

différenciation,  comme  cela  a  été  montré  dans  de  nombreux  types  de  cellules  souches  chez
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l'embryon et l'adulte  (Bigarella  et al., 2014, Cho  et al., 2006, Saretzki  et al., 2008, Inoue  et al.,

2010, Simsek et al., 2010, Rharass et al., 2014). Il a ainsi été montré in vitro que la différenciation

de  progéniteurs  neuraux  humains  nécessite  une  augmentation  de  la  production  de  ROS

mitochondriaux,  induite  par  une  augmentation  des  transferts  de  Ca2+ entre  le  réticulum

endoplasmique et les mitochondries  (Rharass  et al.,  2014). Dans les cellules de la SGZ murine

adulte, l'induction de la différenciation des CSNs s'accompagne également d'une augmentation de la

production de ROS  (Walton  et al., 2012). Ainsi, si la production de ROS par la NOX2 dans les

CSNs adultes promeut la prolifération cellulaire et le maintien des CSNs à un stade indifférencié

(Le  Belle  et  al.,  2011,  Kokovay  et  al.,  2012),  l'augmentation  de  la  production  de  ROS

mitochondriaux participe à l’enclenchement de la détermination et de la différenciation cellulaire

(Walton et al., 2012, Bigarella et al., 2014, Prozorovski et al., 2015, Kubli and Sussman, 2017).

Des changements dans la structure des mitochondries ont également été observés au cours de la

différenciation des CSNs adultes. Dans la SGZ, elles apparaissent ainsi petites et fragmentées dans

les CSNs, puis s'allongent au cours de la différenciation neuronale  (Beckervordersandforth  et al.,

2017). La transition entre métabolisme glycolytique et métabolisme basé sur la phosphorylation

oxydative a donc lieu en parallèle d'une augmentation progressive de la taille des mitochondries et

de leur trabécularisation dans le contexte de la SGZ adulte. Dans la SVZ embryonnaire en revanche,

Khacho et al. observent des réseaux de mitochondries allongées dans les CSNs et les progéniteurs

SOX2+,  des  mitochondries  fragmentées  dans  les  cellules  s'engageant  dans  la  différenciation

neuronale, puis a nouveau un réseau de mitochondries plus longues dans les neurones (Khacho et

al., 2016). Ces changements morphologiques apparaissent comme nécessaires à l'augmentation de

la phosphorylation oxydative et de la production de ROS, dont dépend la différenciation neuronale

(Khacho et al., 2016). On peut noter dans cette même étude que l'inactivation des modulateurs des

dynamiques mitochondriales (MFN1/2, OPA1, DRP1) n'affectent pas le métabolisme des CSNs et

progéniteurs en termes de production d'ATP, confirmant l'importance négligeable de la respiration

mitochondriale  dans  ces  cellules  (Khacho  et  al.,  2016).  Ainsi  l'évolution  des  dynamiques

mitochondriales  est  nécessaire  aux  changements  métaboliques  au  cours  de  la  différenciation

neuronale, mais s'avère différente selon la niche et le stade neurogéniques (Khacho et Slack, 2017).

Les changements de dynamiques mitochondriales au cours de la différenciation des cellules issues

de la SVZ adulte restent à déterminer. On peut donc se poser la question de savoir  si celles-ci

évoluent dans la SVZ adulte de la même façon que dans la SVZ embryonnaire, ou au contraire de la

même façon que dans la SGZ adulte. Les neuroblastes issus de la SVZ adulte migrent sur une

distance  plus  importante  que  les  neuroblastes  de  la  SGZ ;  or  on  sait  que  la  présence  de

mitochondries  fragmentées  est  bénéfique  aux  cellules  migratoires,  comme  montré  dans  les
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lymphocytes  (da Silva  et al., 2014, Campello  et al., 2006). On peut donc penser qu'une fission

mitochondriale  importante  soit  nécessaire  aux  neuroblastes  de  la  SVZ  adulte,  suggérant  des

dynamiques  mitochondriales  similaires  à  celles  observées  dans  les  cellules  de  la  SVZ

embryonnaire.   Cette  hypothèse est  confortée  par  les  travaux de Kim  et  al.,  qui  montrent  que

l'inhibition de DRP1 empêche la migration de cellules issues de neurosphères de SVZ adulte, et

bloque leur différenciation en neurones  (Kim  et al., 2015). Les auteurs ont de plus observé que

l'inhibition de DRP1 entraîne une réduction importante du potentiel membranaire mitochondrial et

de la respiration (Kim et al., 2015). La mise en place d'un traitement à la L-carnitine, permettant de

rétablir  le  potentiel  membranaire  et  la  production  d'ATP, permet  en  revanche  de  rétablir  une

migration et une différenciation normales même en cas d'inhibition de DRP1 (Kim et al., 2015). Si

ce traitement ne permet habituellement pas de rétablir la fission mitochondriale (Cho et al., 2012), il

semble  donc  que  l'augmentation  de  la  production  d'ATP par  la  L-carnitine  soit  suffisamment

importante pour palier à la mauvaise répartition des mitochondries dans le cytoplasme. Par ailleurs,

il  a  aussi  été  montré  que la  surexpression  de  MFN2 dans  des  iPSCs humaines  promouvait  la

différenciation  neuronale  (Fang  et  al.,  2016),  confirmant  l'idée  selon  laquelle  l'ensemble  des

dynamiques mitochondriales sont impliquées dans l'augmentation de la respiration.

III.5.2. Influence  du  métabolisme  mitochondrial  sur  le  choix  de  destin

cellulaire

Comme nous l'avons vu, les progéniteurs issus des CSNs de la SVZ adulte peuvent se différencier

vers un phénotype neuronal ou un phénotype oligodendrocytaire. Or plusieurs études montrent que

les changements métaboliques qui se mettent en place lors de la détermination des cellules souches

peuvent  influencer  le  choix du destin  cellulaire.  Ainsi,  Pistollato et  al.  ont  montré  que le  taux

d'oxygénation  de  progéniteurs  issus  de  SVZ  périnatale  humaine  avait  un  fort  impact  sur  la

détermination cellulaire (Pistollato et al., 2007). En mettant en culture des cellules issues de la SVZ

d'un nouveau-né décédé peu après la naissance du fait d'une insuffisance pulmonaire, les auteurs ont

tout d'abord montré qu'une oxygénation maintenue à 5 % entraîne une forte augmentation de la

prolifération cellulaire par rapport à une culture en conditions contrôle (20 % O2). En revanche, en

conditions de culture promouvant la différenciation cellulaire (absence de facteurs de croissance

dans le milieu de culture), un taux de 20 % d'oxygène permet une différenciation plus efficace qu'à

5 % O2 (Pistollato  et  al.,  2007).  Ce  résultat  confirme  le  faible  besoin  d'oxygène  des  cellules

prolifératives, et la nécessité d'une augmentation de la respiration cellulaire pour la différenciation.

Un protocole de modification de l'oxygénation entre  les  phases  de prolifération (7 jours)  et  de
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différenciation (21 jours) a ensuite permis à l'équipe d'observer des différences importantes dans la

proportion des cellules issues des différents lignages. Si les proportions de neurones matures et

d'astrocytes sont restées identiques quelles que soient les conditions, un maintient à 20% O2 tout au

long  de  la  culture  (20  →  20 %)  ou  un  passage  de  20 %  à  5 %  au  moment  de  la  mise  en

différenciation (20  → 5 %) induit  une diminution drastique de la proportion d'oligodendrocytes

générés  en  comparaison  des  conditions  5  → 20 % et  5  → 5 %  (Pistollato  et  al.,  2007).  Des

conditions de culture hypoxiques semblent donc favorables à une détermination des progéniteurs en

OPCs,  révélant  un  plus  faible  besoin  de  respiration  cellulaire  que  pour  la  détermination  des

précurseurs neuronaux ou astrocytaires. Enfin, les auteurs ont montré un plus faible nombre d'OPCs

PDGFRα+, et un plus grand nombre d'oligodendrocytes matures O4+p21Cip1+ (p21Cip1 étant utilisé en

tant que marqueur de l'arrêt du cycle cellulaire), en conditions 5 → 20 % qu'en conditions 5 → 5 %

(Pistollato  et  al.,  2007).  Une exposition des OPCs à 20 % O2  favorise donc l'arrêt  mitotique et

promeut la différenciation et la maturation des oligodendrocytes.

En travaillant sur des progéniteurs neuraux dérivés d'iPSCs humaines, Xie et al. ont, eux, montré

que des conditions de culture à 2 % O2  favorisent une différenciation gliale (astrocytes GFAP+) au

détriment  d'une  différenciation  neuronale  (TUJ1+)  (Xie  et  al.,  2014).  L'utilisation  d'un  shARN

(short hairpin ARN, permettant l'invalidation d'un gène) spécifique de HIF1β promeut par ailleurs

la différenciation vers un destin neuronal au détriment de la détermination gliale (Xie et al., 2014).

HIF1β étant nécessaire au maintien d'un métabolisme glycolytique (voir  partie III.3), ce résultat

montre la nécessité d'un maintient à un taux faible de respiration cellulaire pour la détermination

astrocytaire. De même, Kim et al. ont montré qu'une inhibition de la fission et de la respiration

mitochondriale  favorise  la  détermination  de  progéniteurs  de  la  SVZ  adulte  vers  un  destin

astrocytaire  aux  dépends  de  la  détermination  neuronale,  confirmant  un  besoin  moindre  de

production d'ATP dans ce lignage (Kim et al., 2015).

Ainsi,  la  détermination  des  progéniteurs  neuraux  vers  un  destin  glial  semble  être  corrélée  au

maintien d'un métabolisme glycolytique, avant une augmentation de la respiration dans les phases

plus tardives de la différenciation, que cela soit pour les cellules de la SVZ périnatale ou lors de la

différenciation  d'iPSCs humaines.  La détermination  neuronale  semble  à  l'inverse nécessiter  une

augmentation  plus  précoce  du métabolisme oxydatif  dans  ces  modèles.  Cette  implication de la

rapidité avec laquelle le changement métabolique se met en place sur le choix de destin cellulaire

dans le cadre de la neurogenèse sous-ventriculaire adulte nécessite en revanche des analyses plus

approfondies.

L'état oxydatif de la cellule pourrait également avoir un impact sur le choix du destin cellulaire. Le

Belle et al. ont ainsi montré que la production de ROS avait un impact sur le destin de cellules de
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neurosphères issues de SVZ de souris adulte. Lorsque NOX2 est mutée, les auteurs observent en

effet  une  augmentation  d'environ  30 % du  nombre  de  neurosphères  composées  uniquement  de

cellules  gliales  (astrocytes  et  oligodendrocytes)  (Le  Belle  et  al.,  2011).  La  diminution  de  la

production de ROS par la NOX2, qui promeut habituellement la prolifération des CSNs, serait donc

plus favorable à la détermination gliale qu'à la détermination neuronale (Le Belle et al., 2011). En

étudiant  la  différenciation  de  progéniteurs  issus  du  cortex  embryonnaire,  Prozorovski  et  al.

observent à l'inverse que l'utilisation d'un inhibiteur de la glutathion synthétase, en provoquant une

augmentation  de  la  concentration  de  ROS  intracellulaire,  entraîne  une  augmentation  de  la

génération d'astrocytes matures GFAP+ au détriment de la formation de neurones  (Prozorovski  et

al., 2008). Cette promotion du destin astroglial en présence de ROS s'accompagne d’une induction

de  Sirt1, et est réprimée lorsque les cellules sont transfectées avec un siARN invalidant SIRT1,

favorisant  la  détermination  neuronale.  Hisahara  et  al. ont  au  contraire  montré  que  SIRT1

promouvait  la  différenciation  neuronale  des  progéniteurs  embryonnaires  en  conditions

physiologiques  (Hisahara  et al., 2008). Les auteurs n'ont cependant pas étudié la différenciation

gliale. Ainsi il semblerait que SIRT1 puisse agir  en tant que cofacteur de différents facteurs de

transcription en fonction des  conditions  oxydatives,  promouvant  la  différenciation neuronale en

conditions  physiologiques  (interaction avec  le  corépresseur  N-CoR)  (Hisahara  et  al.,  2008),  ou

promouvant la différenciation astrocytaire en présence d'agents oxydants (interaction avec le facteur

de  transcription  HES1)  (Prozorovski  et  al.,  2008).  Si  ceci  a  été  montré  dans  des  cellules

embryonnaires, l'implication des ROS dans le choix de destin des CSNs adultes montrée par Le

Belle  et al.  laissent penser qu'un processus de régulation similaire pourrait exister dans la SVZ

adulte  (Le Belle  et al., 2011). Enfin, si le groupe de Rafalski a montré que l'inhibition de SIRT1

dans  la  SVZ  adulte  promouvait  l'oligodendrogenèse,  ils  observent  aussi  une  augmentation  du

nombre de neuroblastes DCX+ (Rafalski et al., 2013). Leur résultat confirme donc l'importance de

SIRT1 dans la prolifération des cellules non-déterminées, mais n'indique pas nécessairement une

implication dans le choix du destin. 

III.5.3. Métabolisme mitochondrial dans les neurones matures

Les neurones matures ont d'importants besoins en ATP, que cela soit pour le transport, souvent sur

de longues distances, de macromolécules et d'organelles le long de leurs prolongements pour la

prise en charge de neurotransmetteurs dans les vésicules synaptiques, ou encore pour le relargage de

ces derniers dans l'espace intersynaptique. Les différentes régions du neurone, telles que le corps

cellulaire, l'arbre dendritique, l'axone ou les boutons synaptiques, ont des demandes énergétiques
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distinctes et nécessitent une population mitochondriale locale et réactive (Li et al., 2004, MacAskill

et Kittler, 2010). La morphologie des mitochondries est d'ailleurs différente d'une zone neuronale à

l'autre : le réseau mitochondrial est allongé dans les dendrites et près du corps cellulaire, et plus

fragmenté dans les axones  (Popov  et al., 2005). La fission est ainsi plus fréquente que la fusion

dans les axones  (Berman  et al.,  2009), facilitant le transport des mitochondries depuis le corps

cellulaire, où l'on considère que la majorité de la biogenèse mitochondriale a lieu. La nécessité d'un

apport énergétique pour ces déplacements est d'autant plus grande qu'il a été observé que, à l'inverse

d'autres organelles transportés dans les axones, les mitochondries peuvent fréquemment s'arrêter ou

changer de direction, voire revenir jusqu'au corps cellulaire après une période passée dans l'axone

(Ligon  et  Steward,  2000,  Chada  et  Hollenbeck,  2004,  Chang  et  al.,  2006).  Les  mitochondries

peuvent  ainsi  réguler  de  façon  locale  l'apport  en  ATP ainsi  que  la  concentration  en  Ca2+,  très

important pour le fonctionnement synaptique  (Kann and Kovás, 2007). Enfin, les mitochondries

neuronales  semblent  avoir  une  demi-vie  plus  importante  que  celles  d'autres  types  cellulaires

(Menzies  et  Gold,  1971,  O'Toole  et  al.,  2008),  ce  que  l'on  peut  lier  au  besoin  d'un  transport

mitochondrial  sur  de  longues  distances.  L'activité  mitophagique  des  autophagosomes  axonaux,

également  demandeuse  d'énergie,  est  ainsi  cruciale  du  fait  de  l'accumulation  potentielle  de

dommages dans les mitochondries « anciennes » ;  d'autant plus qu'elle nécessite un transport de

retour jusqu'au corps cellulaire, où la fusion du phagosome avec le lysosome a lieu (Wang et al.,

2006). 

III.5.4. Métabolisme mitochondrial oligodendrocytaire

Les  oligodendrocytes  ont  également  besoin  du  métabolisme  mitochondrial  pour  leur

différenciation. Schoenfeld  et al. ont ainsi démontré une augmentation significative de la quantité

d'ADN mitochondrial et du nombre de transcrits mitochondriaux au cours de la différenciation in

vitro d'OPCs de rats nouveaux-nés en oligodendrocytes matures, ainsi que durant la différenciation

de cellules  issues  de gliome humain  (Schoenfeld  et  al.,  2010).  Si  l'inhibition  de  la  respiration

mitochondriale n'a que peu d'effets sur les cellules de gliomes indifférenciées, elle entraîne un fort

taux de mort cellulaire et une forte diminution de la production d'ATP dans les cellules en cours de

différenciation (Schoenfeld et al., 2010, Silva et al., 2009), montrant leur plus grande dépendance à

l'énergie issue de l'activité mitochondriale. 

La gaine de myéline formée par les oligodendrocytes matures autour des axones est en majorité

composée de cholestérol et de glycolipides. Ainsi la biosynthèse de ces deux éléments est capitale,

en particulier celle du cholestérol dont la concentration est limitante pour la formation de la myéline
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(Saher  et  al.,  2011).  Le  cholestérol  est  formé  à  partir  d'acétyl-CoA,  qui  peut  provenir  de  la

dégradation du pyruvate ou de la glutaminolyse, tandis que les glycolipides sont produits à partir de

la céramide, formée à partir de l'acide aminé sérine (voir  Figures 21 et 27). Les oligodendrocytes

utilisent ainsi largement la respiration mitochondriale pour la formation de la myéline, bien que les

intermédiaires du cholestérol et des glycolipides puissent aussi être produits par d'autres voies. 

Si  plusieurs  études  laissent  penser  que  les  prolongements  cellulaires  des  oligodendrocytes

contiennent  moins  de  mitochondries  que  les  prolongements  neuronaux  (environ  8.7±1.1

mitochondries/µm  vs 14  mitochondries/µm)  (Chang  et  al.,  2006,  MacAskill  et  Kittler,  2010,

Rinholm et al., 2016), les dynamiques mitochondriales ont globalement peu été étudiées dans les

oligodendrocytes matures. Jusqu'à récemment la présence même de mitochondries au niveau de la

gaine de myéline était  mise en doute.  Certaines études ont ainsi suggéré une production d'ATP

indépendante des  mitochondries  au  niveau de  la  gaine de myéline :  des  protéines  de  la  chaîne

respiratoire  seraient  présentes  dans  la  membrane  des  oligodendrocytes  au  niveau  de  la  gaine

(Ravera et al., 2009). Cependant les différences de pH de part et d'autre de la myéline remettent en

cause cette idée (Harris et Attwell, 2013). Rinholm et al. ont depuis montré in vitro et in vivo chez

la souris  adulte la présence de mitochondries dans la gaine de myéline (Rinholm  et al.,  2016).

Celles-ci sont en revanche apparues comme étant près de quatre fois moins nombreuses que dans

les prolongements reliant la myéline au corps cellulaire. Les auteurs ont identifié par microscopie

électronique la présence de mitochondries comportant peu de crêtes dans la myéline, signe d'une

faible activité  (Rinholm et al., 2016). Les mitochondries oligodendrocytaires apparaissent de plus

comme  moins  mobiles  que  celles  des  neurones  (Rinholm  et  al.,  2016).  Tous  ces  éléments

convergent vers l'idée d'une respiration mitochondriale moins importante dans les oligodendrocytes

que dans les neurones matures. 

Les oligodendrocytes ont la particularité d'utiliser une grande quantité de lactate, le transformant en

pyruvate pour alimenter la production de lipides formant la gaine de myéline (Sánchez-Abarca et

al., 2001). Ainsi, il a été montré que les oligodendrocytes sont capables de se développer et de

former la myéline  in vitro en présence de lactate, même lorsque la concentration en glucose est

basse  (Rinholm  et al., 2011). Des conditions de culture en présence d'un faible taux de glucose

(0.4mM,  estimé  comme  la  concentration  la  plus  faible  possible  pour  rester  en  conditions

physiologique) entraînent un ralentissement du cycle cellulaire des OPCs du corps calleux, mais

celui-ci est réactivé en présence de lactate  (Ichihara  et al., 2017). De plus, la présence de lactate

permet d'activer la différenciation des OPCs, que cela soit en présence d'une faible ou d'une forte

concentration physiologique de glucose (Ichihara et al., 2017). Ainsi, le lactate apparaît essentiel au

métabolisme  oligodendocytaire,  depuis  la  différenciation  des  OPCs  jusqu'à  la  formation  de  la
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Figure 29: Cycles du glutamate et du N-acétylaspartate dans les astrocytes, les neurones et les oligodendrocytes.
Le clucose (GLC) circulant travserse la barrière hémato-encéphalique jusqu'aux astrocytes, qui peuvent le stocker sous
forme de glycogène ou l'utiliser pour alimenter le cycle de Krebs. Le cycle de Krebs permet la formation de glutamate
(GLU) par l'intermédiaire de l'α-cétoglutarate (α-CG). Le glutamate peut alors être transformé en glutamine dans le
cytoplasme, grâce à l'enzyme glutamine synthétase (GS), avant d'être transmis au neurones environnants. Au niveau
neuronal, la glutamine peut alimenter le cycle de Krebs après retransformation en glutamate au niveau mitochondrial,
puis être utilisée au niveau synaptique. Elle est alors relarguée par les vésicules synaptiques dans la fente synaptique,
puis se fixe à des récepteurs spécifiques situés sur le neurone post-synaptique, permettant son excitation. Le glutamate
est  ensuite  capté  par  les  astrocytes  dont  les  prolongements  sont  situés  au  niveau  des  synapses,  puis  il  peut  être
retransformé en glutamine et à nouveau alimenter le cycle.
Le  cycle  de  Krebs  permet  également  aux  neurones  de  générer  de  l'aspartate  (ASP)  à  partir  de  l'intermédiaire
oxaloacétate. Celui-ci peut interagir avec de l'acétyl-CoA et former ainsi du N-acétyl-aspartate (NAA). Le NAA est
transféré  aux  oligodendrocytes  au  niveau  de  la  gaine  de  myéline,  où  il  peut  à  nouveau  former  de  l'acétyl-CoA,
alimentant ainsi la biosynthèse lipidique permettant la formation de la myéline. PYR : pyruvate.



myéline.  Or  comme nous  l'avons  vu,  le  métabolisme glycolytique  permet  une  production  plus

importante de lactate que le métabolisme basé sur la phosphorylation oxydative. Cette importance

du  lactate  dans  le  métabolisme  des  oligodendrocytes  est  donc  cohérente  avec  une  respiration

mitochondriale moindre.

III.5.5. Interactions métaboliques des neurones, oligodendrocytes et astrocytes

matures

Les interactions entre neurones et oligodendrocytes matures nécessitent également une optimisation

du métabolisme mitochondrial, en particulier en lien avec la production de deux acides aminés, le

glutamate et  l'aspartate.  Le glutamate est  en effet utilisé par les neurones au niveau synaptique

comme le principal neurotransmetteur cérébral (Meldrum, 2000). Il peut être synthétisé directement

dans  les  neurones  à  partir  de  l'intermédiaire  du  cycle  de  Krebs  α-cétoglutarate,  ou  dans  les

astrocytes environnants (Figure 29). Pour cela les astrocytes captent le glucose de la circulation et

l'utilisent pour alimenter le cycle de Krebs, qui leur permet de produire le glutamate, ou le stockent

sous forme de glycogène (Brown et Ransom, 2007). Celui-ci est ensuite transformé en glutamine

grâce à la présence d'une enzyme absente des neurones,  la  glutamine synthétase  (Norenberg et

Martinez-Hernandez, 1979). La glutamine produite peut alors être transportée jusqu'aux zones de

contact avec les neurones et leur être transmise, puis peut à nouveau être transformée en glutamate.

Celui-ci peut alors alimenter le cycle de Krebs, et être utilisé au niveau des synapses. Le relargage

de glutamate au niveau synaptique permet l'excitation des neurones post-synaptiques, par fixation à

des récepteurs spécifiques. Il est ensuite réassimilé par les astrocytes dont les prolongements sont

associés  aux  synapses  (Danbolt,  2001,  Williams  et  al.,  2005,  Anderson  et  Swanson,  2000,

LeMaistre et Anderson, 2009). Il peut alors être à nouveau transformé en glutamine, qui permet une

réalimentation des neurones, ou est relarguée dans la circulation en cas d'excès. Le pyruvate produit

au niveau astrocytaire peut également être transformé en lactate. Celui-ci peut alors être relargué

dans  la  matrice  extra-cellulaire  par  l'intermédiaire  du  transporteur  MCT1  (monocarboxylate

transporter  1),  puis  pénétrer  dans  les  neurones  grâce  au  transporteur  MCT2.  Là,  la  lactate

déshydrogénase 1 reconvertit le lactate en pyruvate, qui peut alors alimenter le cycle de krebs et

l'activité mitochondriale neuronale. 

Les  neurones  produisent  également  en  grande  quantité  un  métabolite  spécifique  du  système

nerveux, le N-acétylaspartate (NAA), à partir d'aspartate et d'acétyl-CoA. Le NAA produit par les

neurones  est  transmis  aux oligodendrocytes  au niveau des  zones  de contact  entre  l'axone et  la

myéline  (Baslow, 2000,  Baslow et  Guilfoyle,  2006).  Les  oligodendrocytes  peuvent  par  la  suite
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dégrader  le  NAA en  aspartate  et  en  acétate,  qui  après  sa  re-transformation  en  acétyl-CoA va

permettre la biosynthèse de lipides nécessaires à la formation de la myéline, comme montré chez la

souris adulte (Ledeen et al., 2006). Ainsi l'activité mitochondriale des neurones permet de soutenir

la  production  des  intermédiaires  de  la  formation  du  NAA (transformation  de  l'oxaloacétate  en

aspartate)  comme  de  celle  du  glutamate  (transformation  de  l'α-cétoglutarate  en  glutamate),

confirmant  son  importance  non-seulement  pour  la  physiologie  neuronale,  mais  également

indirectement pour le bon fonctionnement des oligodendrocytes.

Comme nous  l'avons  vu,  les  oligodendrocytes  utilisent  également  du  lactate  pour  produire  les

lipides de la  gaine de myéline,  par l'intermédiaire de la formation de pyruvate et  d'acétyl-CoA

(Rinholm et al., 2011). Le lactate peut être produit par la cellule elle-même, mais peut aussi être

transféré depuis les astrocytes via des transporteurs de type MCT (MCT4 et MCT1) (Fünfschilling

et al., 2012, Rinholm et al., 2011). Les astrocytes peuvent utiliser le lactate circulant ou le produire

à partir du glucose ou du glycogène. Des souris chez qui une protéine du complexe IV de la chaîne

respiratoire est invalidée spécifiquement dans les oligodendrocytes, ne pouvant donc pas réaliser la

phosphorylation oxydative, présentent malgré tout une myéline normale (Fünfschilling et al., 2012).

En  parallèle,  la  concentration  cérébrale  en  lactate  se  trouve  augmentée  chez  ces  mutantes,

confirmant la capacité des oligodendrocytes à utiliser le lactate pour la formation de la myéline,

grâce  à  des  transferts  astrocytaires  ou  à  la  glycolyse  (Fünfschilling  et  al.,  2012).  Les

oligodendrocytes peuvent de plus transférer du lactate aux axones via la gaine de myéline, jouant un

rôle important dans le maintien de l'intégrité axonale (Lee et al., 2012c, Fünfschilling et al., 2012,

Bélanger  et  al.,  2011).  Le  lactate  transféré  au  niveau  des  axones  est  en  effet  retransformé en

pyruvate, alimentant ainsi le cycle de Krebs dans les mitochondries des prolongements neuronaux et

permettant la production locale d'ATP.

III.5.6. Implications  du  métabolisme  mitochondrial  dans  les  maladies

neurodéveloppementales et neurodégénératives

III.5.6.1. Maladies neurodéveloppementales

La  perturbation  des  dynamiques  et  de  l'activité  mitochondriales  est  une  caractéristique  de

nombreuses  maladies  neurodéveloppementales.  Ainsi,  l'atrophie  optique de type 1,  où l'acuité

visuelle et la vision des couleurs sont progressivement réduites à partir de l'enfance, est une maladie

génétique  causée  par  la  mutation  du  gène  Opa1 dans  le  nerf  optique  (Alexander  et  al.,  2000,

Delettre et al., 2000). Un modèle murin de la maladie a permis d'observer que la mutation d'Opa1
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entraîne une accumulation progressive de dysfonctionnements  mitochondriaux et en conséquence

une mauvaise respiration cellulaire (Kushnareva et al., 2016, Williams et al., 2011). Une expression

réduite  d'OPA1  est  par  ailleurs  observée  dans  le  cortex  préfrontal  des  patients  atteints  de

schizophrénie (Rosenfeld  et  al.,  2011),  maladie  également  caractérisée  par  des  dynamiques

mitochondriales anormales (Flippo et Strack, 2017, Rajasekaran et al., 2015). 

Une mutation de DRP1 peut également causer de profondes altérations du développement cérébral.

Chez  l'homme  a  en  particulier  été  décrit  un  cas  de  nouveau-né  atteint  de  microcéphalie et

d'atrophie optique dus à la présence d'un allèle dominant négatif de DRP1 (Waterham et al., 2007).

Des cas d'encéphalopathies et d'épilepsie ont également été décrits (Fahrner et al., 2016, Nasca et

al., 2016). Des études chez la souris n'exprimant pas DRP1 ont montré des défauts similaires de

développement cérébral associés à un nombre réduit  de neurites et  à des synapses défectueuses

(Ishihara  et  al.,  2009,  Wakabayashi  et  al.,  2009).  Les  mutations  de  DRP1  entraînent  une

augmentation  du  nombre  de  mitochondries  allongées,  empêchant  une  distribution  optimale  des

mitochondries dans les prolongements cellulaires (Chang et al., 2010). 

III.5.6.2. Maladies neurodégénératives

De  nombreuses  maladies  neurodégénératives  liées  à  l'âge  sont  caractérisées  par  un  mauvais

fonctionnement  du  métabolisme  mitochondrial,  accompagné  de  perturbations  des  dynamiques

mitochondriales. Parmi celles-ci, la maladie d'Alzheimer se caractérise par une perte progressive

des neurones du SNC chez le sujet atteint, l'hippocampe étant une des premières régions touchées.

Wang  et  al.  ont  observé une réduction significative de l'expression de DRP1, OPA1, MFN1 et

MFN2  et  une  augmentation  de  FIS1  dans  l'hippocampe  de  patients  atteints  de  la  maladie

d'Alzheimer (Wang et al., 2009). Les auteurs ont alors étudié les effets de la sur-expression et de la

perte de fonction de ces cinq protéines dans des cultures de cellules neurales humaines (cellules

M17). À l'inverse des cellules du groupe contrôle présentant une distribution mitochondriale dans

l'ensemble  du cytoplasme,  les  cellules  ayant  une expression réduite  de  DRP1 ont  présenté une

agglomération  de  mitochondries  en  périphérie  du  noyau,  et  une  présence  quasi-nulle  de

mitochondries dans les zones  du cytoplasme plus éloignées  (Wang  et  al.,  2009).  Bien que leur

morphologie mitochondriale soit différente, une large majorité des cellules sous-exprimant OPA1,

MFN1  ou  MFN2,  ou  de  celles  sur-exprimant  FIS1,  présentaient  également  une  distribution

mitochondriale périnucléaire, similaire aux cellules sous-exprimant DRP1 (Wang et al., 2009). Ce

résultat  confirme la  complémentarité  des  processus  de  fusion  et  de  fission  dans  la  distribution

cytoplasmique des mitochondries. Ces perturbations des dynamiques mitochondriales, possiblement
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provoquées par l'accumulation de peptides β-amyloïde (Wang et al., 2008), typique de la maladie

d'Alzheimer,  empêchent  de  plus  la  formation  d'un  nombre  normal  d'épines  dendritiques  et  de

synapses (Wang et al., 2009). Calkins et al. ont, eux, montré une augmentation de la fission et une

diminution de la fusion mitochondriales dans des cultures primaires de neurones d'un modèle murin

de  la  maladie  d'Alzheimer  (Calkins  et  al.,  2011).  Les  mitochondries  des  cellules  concernées

apparaissent alors plus petites et plus nombreuses, et présentent une réduction de l'activité de la

chaîne  respiratoire  (Calkins  et  al.,  2011).  La  biogenèse  mitochondriale  médiée  par  PGC1α est

également  réduite  dans  les  cellules  neuronales  des  patients  atteints  de  cette  maladie,  et  une

surexpression de PGC1α permet d’améliorer le phénotype cellulaire in vitro (Sheng  et al., 2012,

Qin et al., 2009). 

La  maladie de Parkinson,  notamment caractérisée par une perte de neurones dopaminergiques

(sécréteurs  du  neurotransmetteur  dopamine),  est  elle  aussi  associée  à  d'importants

dysfonctionnements mitochondriaux. Ainsi,  une analyse à large échelle a permis d'observer une

expression réduite de nombreux gènes cibles de PGC1α dans les neurones de patients atteints de

cette  maladie,  ces  gènes  étant  tout  particulièrement  associés  à  la  chaîne  respiratoire  et  au

métabolisme du glucose (Zheng et al., 2010). La surexpression de PGC1α in vitro permet de plus de

protéger les neurones issus de souris modèles pour la maladie de Parkinson  (Zheng  et al., 2010,

Wareski et al., 2009). L'ubiquitine ligase Parkin, fréquemment mutée chez les patients, joue un rôle

important dans l'expression de PGC1α. Dans des conditions physiologiques, Parkin permet en effet

de maintenir  un équilibre entre la destruction de mitochondries endommagées et  la mitogenèse.

Mais plusieurs mutations associées à la maladie de Parkinson entraînent une perte de fonction de

Parkin,  provoquant  une  diminution  de  la  mitophagie  et  une  accumulation  de  mitochondries

endommagées  (Castillo-Quan,  2011,  Shin  et  al.,  2011).  Des  mutations  de  la  protéine  LRRK2

(leucine-rich repeat kinase 2) sont également associées à la maladie de Parkinson (Zimprich et al.,

2004, Paisán-Ruíz et al., 2004). L'expression de LRRK2 provoque une augmentation de la fission

mitochondriale via une interaction directe avec DRP1 (Wang et al., 2012), Or, les formes mutées de

LRRK2 associées  à  la  maladie  exacerbent  cette  interaction,  entraînant  une  augmentation  de  la

fission  mitochondriale,  et  participant  ainsi  aux dysfonctionnements  mitochondriaux des  cellules

malades (Wang et al., 2012). 

La  maladie de Huntington est  une maladie génétique qui  se caractérise par la mutation de la

protéine huntingtine (HTT), provoquant le développement progressif de troubles moteurs, cognitifs

et psychiatriques. La HTT est impliquée dans l'expression et le transport du facteur BDNF (brain-

derived neurotrophic factor), important pour la survie, la croissance et la différenciation neuronale,

et  le  développement  des  synapses  (Acheson  et  al.,  1995,  Huang et  Reichardt,  2001).  La  HTT
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interagit  également avec la dynéine,  et permet d'accélérer le transport des vésicules le long des

microtubules (Caviston et al., 2007). Song et al. ont montré dans les neurones d'un modèle murin de

la maladie de Huntington et dans des fibroblastes in vitro que la HTT mutante (HTTm) provoque

une augmentation de la fragmentation mitochondriale  en interagissant  avec DRP1  (Song  et al.,

2011). L'interaction avec la HTTm stimule en effet l'activité de DRP1, augmentant la fission, tandis

que le  transport des mitochondries  est  réprimé  (Song  et  al.,  2011).  Les neurones des individus

atteints  présentent  ainsi  des  mitochondries  plus  fragmentées,  mais  moins  disséminées  dans  les

prolongements cellulaires  (Song  et al., 2011, Shirendeb  et al., 2012, Johri  et al., 2011). Il a par

ailleurs été montré une réduction de l'expression de PGC1α dans les cellules de patients et de souris

atteints de la maladie de Huntington (Chaturvedi et al., 2010, Cui et al., 2006, Weydt et al., 2006).

La HTTm limite  en effet  l'expression de PGC1α en interférant  directement avec la fixation du

complexe activateur de la transcription sur le promoteur du gène Pgc1α (Cui et al., 2006, McGill et

Beal, 2006). Enfin, la HTTm interagit également directement avec PGC1α, l'empêchant d'agir en

tant que coactivateur de la transcription de ses gènes cibles  (Weydt et al., 2006, McGill et Beal,

2006).

La maladie héréditaire de Charcot-Marie-Tooth (CMT) peut être causée par une mutation du gène

codant MFN2 (Züchner  et al., 2004). La CMT existe sous plusieurs formes, entraînant toutes une

perturbation  des  messages  nerveux  périphériques,  et  pouvant  mener  à  une  atrophie  musculaire

progressive des extrémités.  Les mutations de  Mfn2 semblent principalement impliquées  dans la

CMT de type 2 (CMT2), caractérisée par une vitesse de conduction nerveuse réduite non liée à un

quelconque défaut de la myéline (contrairement à la CMT de type 1) (Züchner et al., 2004, Xie et

al., 2016, Rossor et al., 2013). Si les souris déficientes pour Mfn2 ne sont pas viables (Chen et al.,

2003), les poisson-zèbres survivent à la mutation de  mfn2 et présentent des dysfonctionnements

moteurs progressifs similaires à ceux observés chez les patients atteints de CMT2 (Chapman et al.,

2013). Ce phénotype s'accompagne au niveau neuronal d'une diminution du transport rétrograde des

mitochondries  (Chapman  et al., 2013), semblant indiquer un impact de la mutation de  mfn2 sur

l'ensemble des dynamiques mitochondriales dans les axones du système nerveux périphérique. Une

invalidation de  Mfn2  dans le cervelet murin empêche par ailleurs un développement normal des

dendrites et impacte la survie des neurones du cervelet durant le développement et à l'âge adulte,

confirmant la nécessité de la fission mitochondriale pour le développement et la fonction neuronales

(Chen et al., 2007). 

Les dysfonctionnements mitochondriaux font  également partie  des caractéristiques des maladies

démyélinisantes. La plus fréquente est la  sclérose en plaques (SEP, ou sclérose multiple), qui se

caractérise par des réactions d'inflammation auto-immunes entraînant la destruction de la myéline
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dans le SNC. La SEP n'est pas une maladie liée au vieillissement, puisqu'elle se déclare le plus

souvent entre l'âge de 20 et de 40 ans. L'inflammation à l'origine de la maladie se manifeste par

l'activation  des  microglies  (les  macrophages  du  SNC)  au  niveau  local,  qui  modifient  alors  la

perméabilité de la barrière hémato-encéphalique, permettant l'entrée de macrophages circulants et

de lymphocytes T dans le SNC (da Fonseca et al., 2014). Les cellules immunitaires attaquent alors

la myéline, entraînant une altération des influx nerveux, et provoquent des dommages aux axones

pouvant aller jusqu'à la dégénérescence. La démyélinisation a généralement lieu par poussées, entre

lesquelles  la  myéline  peut  se  reformer  en  partie.  La  perte  de  la  gaine  de  myéline  empêche le

maintien des échanges de métabolites entre les oligodendrocytes et les axones, et provoque alors

une hausse de la demande d'énergie dans les axones. En effet, la perturbation des canaux à sodium

axonaux résultant de la démyélinisation entraîne une augmentation de l'entrée de sodium, qui doit

être pris en charge par les Na+/K+ ATPases, demandeuses d'énergie (Waxman, 2006, Smith, 2007).

La production locale d'ATP dont est dépendant ce processus est alors assurée par une accumulation

de mitochondries neuronales sur les sites démyélinisés. Des techniques d'imagerie en temps réel sur

des cultures de cellules de rat ont ainsi permis de visualiser une vitesse de migration plus importante

des mitochondries le long des axones démyélinisés en comparaison d'axones sains (Kiryu-Seo et al.,

2010).  Le  regroupement  de  mitochondries  permet  alors  non  seulement  de  fournir  l'énergie

nécessaire  au  relargage  du  Na+,  mais  également  d'avoir  un  effet  compensatoire  au  manque  de

métabolites habituellement fournis via la myéline (Kiryu-Seo et al., 2010, Mahad et al., 2009). Les

cellules  immunitaires  attaquent  également  les  mitochondries  axonales  au  niveau  des  zones

démyélinisées, endommageant notamment l'ADN mitochondrial et les complexes I, III et IV de la

chaîne respiratoire, comme montré post-mortem chez des sujet atteints de SEP (Broadwater et al.,

2011,  Dutta  et  al.,  2006,  Campbell  et  al.,  2011).  Petit  à  petit  les  mitochondries  défectueuses

s'accumulent alors dans l'axone et le corps cellulaire des neurones, les empêchant de faire face à la

demande d'énergie et accélérant la dégénérescence axonale. 

III.6. Rôles de la signalisation thyroïdienne 

Les HTs sont reconnues depuis longtemps comme des modulateurs majeurs du métabolisme. Il a en

effet  été  observé  dès  1895  que  les  patients  hyperthyroïdiens  consommaient  une  quantité

anormalement  élevée  d'oxygène,  tandis  que  les  patients  hypothyroïdiens  en  consommaient

particulièrement peu (Magnus-Levy, 1895). De nombreuses autres observations ont par la suite été

faites de l'impact des HTs sur l'activation du métabolisme basal. Il a ainsi été observé que l'action
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des HTs entraîne une augmentation de la production de chaleur corporelle (thermogenèse) (Bianco

et Silva, 1987), du métabolisme des lipides (Müller et al., 1990), de l'utilisation d'ATP (Davis et al.,

1983), et  de  la  consommation  d'oxygène  (Tomasi,  1991).  Les  variations  de  sécrétion  d'HTs

contrôlées par l'axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien et la modulation fine de leur disponibilité

locale permettent ainsi un maintien global de l'homéostasie énergétique aux niveaux tissulaire et

cellulaire, et ce même en cas de changement du contexte physiologique, comme par exemple lors

d'une restriction calorique (Vella et al., 2011). On sait aujourd'hui qu'une grande partie de l'impact

métabolique des HTs est dû à leur capacité d'activation des mitochondries  (Yehuda-Shnaidman et

al., 2014, Lanni et al., 2016). 

Comme  vu  précédemment,  les  HTs peuvent  exercer  leurs  actions  directement  en  agissant  sur

l'expression  de  différents  gènes,  mais  également  de  façon  non-génomique  (voir  partie  II).

L'activation ou l'inhibition de gènes par les HTs peut mettre plusieurs jours à avoir un impact au

niveau du métabolisme. Les actions non-génomiques des HTs peuvent au contraire avoir des effets

plus précoces. Ces effets précoces et tardifs des HTs sont complémentaires et tous deux importants

pour le métabolisme mitochondrial. 

III.6.1. Effets précoces

Sterling et al. ont émis dès la fin des années 1970 l'hypothèse selon laquelle les HTs peuvent avoir

un impact direct sur l'activité mitochondriale, sans induction génique au niveau nucléaire (Sterling

et al., 1977, Sterling et al., 1980). L'exposition d'hépatocytes à de la T3 marquée a permis d'observer

que  les mitochondries sont le compartiment cellulaire concentrant la plus grande partie de la T3,

devant le noyau, après seulement 30 minutes d'exposition (Sterling et al., 1984) : les mitochondries

ont une forte capacité à lier et à internaliser rapidement de grandes quantités de T3 (Goglia et al.,

1981, Hashizume et Ichikawa, 1982). Trente minutes d'exposition suffisent également à induire une

augmentation  de  la  consommation  d'oxygène  et  de  la  phosphorylation  oxydative,  et  ce  même

lorsque  la  synthèse  de  protéines  nucléaires  est  inhibée,  confirmant  une  activation  par  les  HTs

indépendante de leur activité nucléaire (Sterling et al., 1980, Palacios-Romero et Mowbray, 1979).

Lorsque  des  mitochondries  provenant  de  cellules  d'animaux  hypothyroïdiens  sont  isolées  et

exposées aux HTs, seules deux minutes sont suffisantes pour induire des effets similaires (Sterling

et  al.,  1977,  Thomas  et  Mowbray,  1987).  Les  HTs  induisent  également  une  augmentation

cytoplasmique et une diminution mitochondriale du ratio ATP/ADP dans les cellules hépatiques, dès

2 heures d'exposition à la T3 (Seitz et al., 1985). Ce phénomène peut être interprété comme étant dû

à  une  activation  rapide  des  transporteurs  membranaires  d'ATP et  d'ADP, les  ANTs,  de  façon
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concomitante  à  l'augmentation  de  la  respiration  induite  par  la  T3.  L'augmentation  de  l'ADP

mitochondrial permet ainsi de favoriser l'activité de l'ATP-synthase et donc celle de l'ensemble du

métabolisme mitochondrial. 

Comme vu précédemment,  la  T3 peut  interagir  avec  deux isoformes  tronqués  de  TRα présents

spécifiquement dans les mitochondries, p43 et p28, exprimés respectivement dans la matrice et au

niveau de la membrane mitochondriale interne (Wrutniak-Cabello et al., 2008). Si l'on sait que p28

présente une plus grande affinité pour la T3 que p43 (Pessemesse et al., 2014), sa fonction reste pour

l'heure mal caractérisée. Il a cependant été observé que p28 est importée au niveau mitochondrial de

façon dépendante de la T3, et qu'une surexpression dans des fibroblastes en culture induit une forte

diminution  de  l'activité  du  complexe  IV  de  la  chaîne  respiratoire,  et  plus  généralement  une

altération des dynamiques mitochondriales  (Pessemesse  et al., 2014). À l'inverse, il a été montré

dans  plusieurs  lignées  cellulaires  que  p43  stimule  fortement  l'activité  et  la  biogenèse

mitochondriales en présence de T3 (Wrutniak et al., 1995, Casas et al., 1999, Rochard et al., 2000,

Grandemange  et  al.,  2005,  Seyer  et  al.,  2011).  L'augmentation  de  la  transcription  du  génome

mitochondrial via p43 est en effet détectable dès 5 minutes d'exposition à la T3 de mitochondries

isolées à partir de cellules de foie de rat (Casas et al., 1999). La suppression du domaine de liaison à

l'ADN de p43 empêche cette  induction,  confirmant  la  nécessité  de la  liaison T3/p43 pour  cette

stimulation précoce de l'activité mitochondriale (Casas et al., 1999). Il est intéressant de noter que

l'induction de l'activité mitochondriale par p43 stimule la différenciation de myoblastes en culture

(Seyer et al., 2011), rappelant l'importance de ces processus dans la différenciation cellulaire. 

Plusieurs  études  ont  par  ailleurs  montré  que  la  3,5-T2 peut,  elle  aussi,  induire  la  respiration

mitochondriale de façon précoce (Arnold et al., 1998, Lombardi et al., 1998, O'Reilly et Murphy,

1992). La 3,5-T2, et dans une moindre mesure la T3, ont en effet la capacité de se lier à une sous-

unité du complexe IV de la chaîne respiratoire (la cytochrome-c oxydase), et ce faisant d'empêcher

l'inhibition qu'exerce habituellement l'ATP matriciel sur son activité (Goglia et al., 1994, Lanni et

al., 1994, Arnold et al., 1998). La boucle de rétrocontrôle de l'ATP sur l'activité du complexe IV n'a

alors  plus  lieu  et  la  chaîne  respiratoire  n'est  plus  freinée  par  une  activité  importante  de  l'ATP

synthase. Plus récemment, de Lange et al.  ont montré que la 3,5-T2 active également SIRT1 dans

des cellules hépatiques de rat in vivo et in vitro, dès 6 heures d'exposition (de Lange et al., 2011).

Les auteurs montrent que cette induction de SIRT1 n'est pas dépendante de la présence du récepteur

TRβ, et ne passe pas par une augmentation de la quantité d'ARNm de SIRT1 : elle a donc lieu de

façon non-génomique. SIRT1 est en effet présent de façon plus importante au niveau nucléaire en

présence de 3,5-T2,  où il peut avoir son action de déacétylase et activer en particulier PGC1α (de

Lange  et  al.,  2011).  Au  contraire  des  effets  génomiques,  les  effets  précoces  non-génomiques
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peuvent ainsi être induits par d'autres formes d'HTs que la T3, en particulier la 3,5-T2, au niveau

mitochondrial. 

L'induction  précoce  de  l'activité  mitochondriale  par  les  HTs peut  également  se  faire  de  façon

indirecte. L'action non-génomique des HTs entraîne en particulier une redistribution cellulaire du

calcium,  grâce  à  leur  action  au  niveau  des  transporteurs  des  membranes  plasmique  et

mitochondriale (Mylotte et al., 1985, Davis et al., 1989, Hummerich et Soboll, 1989, Del Viscovo

et al., 2012). Les HTs activent les pompes à calcium (Ca2+-ATPases) membranaires (Mylotte et al.,

1985, Davis  et al., 1989), permettant une augmentation de l'entrée de calcium dans la cellule. On

peut ainsi supposer que l'augmentation du calcium intracellulaire provoquée par les HTs favorise

l'activation  rapide  de  la  phosphorylation  oxydative,  mais  aussi  la  fission  mitochondriale  et  la

concentration de mitochondries dans les zones riches en Ca2+ comme nous l'avons vu dans la partie

III.2.6. Del Viscovo et al. ont montré que la T3 et la 3,5-T2 pouvaient induire une augmentation de la

concentration  en  Ca2+ intracytoplasmique  ([Ca2+]c)  non  seulement  grâce  à  l'activation  de

transporteurs  membranaires,  mais  également  grâce  à  une  sortie  de  Ca2+ des  mitochondries  par

l'activation de pompes Na+/Ca2+ mitochondriales  (Del Viscovo et al., 2012). Dans ce contexte, on

peut interpréter ce phénomène d'induction de la sortie de calcium des mitochondries comme un

moyen  de  diminuer  les  effets  délétères  de  la  production  accrue  de  ROS  lors  d'une  surcharge

mitochondriale en calcium. 

III.6.2. Effets tardifs

Comme vu précédemment, les HTs activent la biogenèse mitochondriale via l'activation de gènes

nucléaires. La T3 peut en particulier activer l'expression du gène Pgc1a via un TRE présent dans sa

région promotrice, et ce dès 4 à 6 heures d'exposition comme montré dans les cellules du foie,

permettant par la suite une augmentation de l'expression de la protéine  (Wulf  et al., 2008). Il a

également été montré chez le rat que la T3  induit la transcription de TFAM dans le foie après 24

heures de traitement (Garstka et al., 1994). Cependant aucun TRE permettant une activation directe

de  TFAM  n'a  été  décrit :  cette  activation  a  donc  probablement  lieu  via  PGC1α  (voir  partie

III.4.1.1.). Sinha et al. ont observé ce double effet sur PGC1α et TFAM au niveau cérébral chez des

ratons (P8) : les petits dont les mères ont subi un hypothyroïdisme gestationnel présentent en effet

une baisse drastique de l'expression des deux protéines dans le cervelet,  ainsi  qu'une très forte

diminution de l’expression des protéines mitochondriales (Sinha et al., 2010). Une phosphorylation

activatrice précoce de différentes kinases par la T3 peut également entrer en jeu dans l'induction de

PGC1α. Les kinases AMPK et p38, connues comme étant activatrices de l'expression de PGC1α

139



(Akimoto et al., 2005, Irrcher et al., 2003), peuvent ainsi être phosphorylées grâce à l'action non-

génomique de la T3, dès deux heures d’exposition, comme cela a été montré dans le muscle chez le

rat (Irrcher et al., 2008). Cette activation précoce de p38 et AMPK entraîne alors une transcription

accrue de  Pgc1α,  visible 12 heures après injection intrapéritonéale de l'hormone  (Irrcher  et al.,

2008). 

En plus de la biogenèse, les HTs peuvent promouvoir une augmentation de la localisation de DRP1

au niveau mitochondrial, où ce dernier peut induire la fission, comme observé dans des cultures

d'hépatocytes humains après 48 heures de traitement à la T3 (100nM)  (Sinha  et al.,  2015).  Les

auteurs de cette étude n'ont cependant pas analysé un éventuel changement de l'expression de la

protéine  DRP1,  et  le  mécanisme  par  lequel  la  T3 promeut  la  présence  de  DRP1  au  niveau

mitochondrial  n'a  pas  été  déterminé  à  ce  jour.  Plusieurs  hypothèses  pourraient  toutefois  être

avancées : l'activation de DRP1 par la T3  pourrait avoir lieu via l'activation de PGC1α, qui peut

moduler  son  expression  (Dabrowska  et  al.,  2015) ;  elle  pourrait  également  avoir  lieu  via  la

promotion de l'entrée de calcium dans la cellule,  favorisant l'activation de la calcineurine,  elle-

même activatrice de DRP1 (Cereghetti et al., 2008). 

Les HTs semblent également impliquées dans le découplage mitochondrial, c'est à dire la baisse du

ΔΨ de façon indépendante de l'activité de l'ATP-synthase. Les UCPs, qui peuvent être présentes au

niveau  de  la  membrane  mitochondriale  interne,  permettent  le  passage  de  protons  de  l'espace

intermembranaire vers la matrice et peuvent ainsi être responsables de ce découplage. Or il a été

montré que la T3 stimule UCP1 de façon dose-dépendante dans le tissu adipeux brun de rat et les

adipocytes humains (Fliers et Boelen, 2010, Ribeiro et al., 2010, Lee et al., 2012b), ainsi que UCP3

dans  le  muscle  squelettique  et  le  cœur  de  rat  (de  Lange  et  al.,  2001).  On sait  également  que

l'hypothyroïdisme est associé à une diminution de l'expression d'UCP2 dans le tissu adipeux humain

(Gjedde  et al., 2010), tandis qu'une injection sous-cutanée de T4 entraîne une augmentation de la

transcription de Ucp2 dans le muscle chez le rat (Vazquez-Anaya et al., 2017).

Les HTs peuvent également induire l'expression de l'ANT2, qui, tout comme l'ANT1 et l'ANT3,

pourrait  également  participer  au  découplage  mitochondrial  (Brand  et  al.,  2005).  La  quantité

d'ARNm codant pour ANT2 est en effet multipliée par 7 à 9 dans le foie et le cœur chez le rat dans

les 12 à 48 heures après injection intrapéritonéale de T3 (Dümmler et al., 1996). Aucun changement

significatif dans l'expression d'Ant2 n'a en revanche été observé en analysant le cerveau des rats

hypothyroïdiens dans leur totalité (Dümmler et al., 1996). Schönfeld et al. ont par ailleurs mesuré

une multiplication par deux de l'activité des ANTs dans les mitochondries du foie chez des rats

hypothyroïdiens  après  injection  de  T3,  associée  à  une  augmentation  de  la  respiration  et  du

découplage mitochondriaux (Schönfeld et al., 1997). Ces aspects viennent compléter ce que l'on sait

140



de l'influence précoce des HTs sur les transferts d'ATP et d'ADP, qui ont également lieu via les

ANTs (Seitz et al., 1985) : en activant les ANTs, les HTs favorisent à la fois la sortie d'ATP dans le

cytoplasme et  l'entrée  d'ADP dans les  mitochondries,  et  le  transfert  de protons  depuis  l'espace

intermembranaire vers la matrice. 

Les échanges ATP/ADP entre mitochondries et cytoplasme nécessitent également l'activation du

transporteur VDAC (voltage-dependent anion channel), qui permet le passage des deux molécules

entre l'espace intermembranaire et le cytoplasme. Or on sait que, dans le contexte de l'ouverture de

pores  de  transition  de  perméabilité,  plusieurs  protéines  des  membranes  mitochondriales,  parmi

lesquelles VDAC et les ANTs, permettent la sortie de Ca2+ de la matrice vers le cytoplasme (Hüser

et Blatter, 1999, Gincel et al., 2001, Brookes et al., 2004). On peut ainsi penser que l'augmentation

de la sortie d'ATP des mitochondries vers le cytoplasme provoquée par les HTs via les ANTs et

VDAC pourrait également favoriser les échanges de Ca2+. Cela pourrait expliquer l'augmentation de

la sortie de Ca2+ des mitochondries en présence d'HTs décrite par Del Viscovo et al. (augmentation

de [Ca2+]c et diminution de [Ca2+]m) (Del Viscovo et al., 2012). 

La mGPDH, impliquée dans les transferts d'électrons de la chaîne respiratoire (voir partie III.2.3. et

Figure  24), est elle aussi directement activée par les HTs. Le gène Gpd2 codant pour la mGPDH

possède en effet un TRE dans sa région promotrice, permettant l'activation de sa transcription grâce

à un dimère TR/RXR (Dümmler et al., 1996, Weitzel et al., 2001). L'expression de la mGPDH est

très variable selon les tissus et  le  contexte physiologique.  Elle est  entre autres particulièrement

exprimée au niveau du cerveau comme cela a été montré chez la souris (Koza et al., 1996), et une

expression diminuée pourrait être associée à un retard mental chez l'homme (Daoud et al., 2009).

Dümmler  et  al. ont  observé  une  forte  induction  de  l'ARNm  de  la  mGPDH  chez  des  rats

hyperthyroïdiens dans le cœur et le foie, et une diminution chez les hypothyroïdiens (Dümmler et

al.,  1996).  En  revanche,  aucune  différence  significative  n'a  été  mesurée  au  niveau  du  cerveau

analysé dans sa totalité  (Dümmler  et al., 1996). Ce résultat n'exclut cependant pas une régulation

fine de mGPDH à un niveau plus local : on peut par exemple penser que ce processus pourrait aussi

entrer en jeu dans la régulation par les HTs du métabolisme mitochondrial des cellules de la SVZ.

Enfin, une forte [Ca2+]c pourrait également favoriser l'activité de la mGPDH (MacDonald et Brown,

1996), laissant imaginer une activation précoce possible de la mGPDH par les HTs via l'entrée de

calcium dans la cellule.

Enfin, plusieurs études ont démontré un impact des HTs sur la production de ROS (Villanueva et

al., 2013, Videla et al., 2015, Grant, 2007, Sinha et al., 2015). Sinha et al. ont montré que l'action

des HTs favorisait de façon concomitante une augmentation de l'activité mitochondriale et de la

production de ROS, mais également une augmentation de la mitophagie, que cela soit dans des
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cellules hépatiques en culture après 48 heures d'exposition à la T3, ou in vivo dans le foie de souris

hyperthyroïdiennes dès 24 heures de traitement (Sinha et al., 2015). Une inhibition de la mitophagie

induite  par  la  T3 empêche  l'augmentation  de  la  respiration  mitochondriale  et  favorise  le  stress

oxydatif.  L'activation du processus de mitophagie apparaît ainsi particulièrement important dans

l'activation  des  mitochondries  et  dans  la  protection  contre  la  production de ROS  (Sinha  et  al.,

2015).  Différentes  expériences  de  western-blot  ont  permis  d'établir  que  l'augmentation  de  la

production de ROS induite par l'activité de la T3 permettait l'activation de la sous-unité PRKAA1 de

l'AMPK, importante pour l'induction de la mitogenèse, mais également une augmentation de DRP1,

médiateur de la fission (Sinha et al., 2015). 

Ainsi, les nombreuses actions des HTs au niveau mitochondrial semblent permettre l'enclenchement

d'une réaction en chaîne d'activation de la respiration mitochondriale, de la mitogenèse, de la fission

et de la mitophagie, permettant à la fois de soutenir l'augmentation de la phosphorylation oxydative

et  de lutter  contre la  production de ROS provenant  de mitochondries  endommagées.  Au vu de

l'importance de la signalisation thyroïdienne dans la régulation de la neurogenèse adulte, et compte

tenu de l'importance des changements mitochondriaux au cours de la différenciation des CSNs, on

peut donc émettre l'hypothèse que l'influence des HTs sur les mitochondries joue un rôle important

dans la détermination et la différenciation des CSNs adultes. Les différences de métabolisme entre

les lignages cellulaires et entre les types de cellules matures qui en sont issues (neurones et glies)

laissent supposer que l'impact des HTs pourrait être déterminant sur le choix de destin des CSNs

adultes. 
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IV. Problématique de recherche

IV.1. Influence croisée de l'activité mitochondriale et des HTs sur le choix de

destin des CSNs au sein de la SVZ adulte

Une meilleure compréhension des mécanismes régulant la neurogenèse adulte est nécessaire à une

meilleure conceptualisation des mécanismes qui contrôlent la prolifération et la détermination des

CSNs  adultes,  et  à  terme  au  développement  de  nouveaux  traitements  pour  les  maladies

neurodégénératives.  De nombreux signaux extrinsèques  et  intrinsèques  régulent  la  neurogenèse

adulte. Parmi ces signaux,  les hormones thyroïdiennes sont connues pour être impliquées dans la

prolifération  des  CSNs  localisées  au  sein  de  la  SVZ,  ainsi  que  dans  la  différenciation  et  la

maturation des neurones et des oligodendrocytes (Lemkine et al., 2005 ; Lopez-Juarez et al., 2012 ;

Kapoor et al., 2012 ; Barres et al., 1994 ; Calza et al., 2015 ; Farsetti et al., 1991). Notre équipe a

montré que la signalisation thyroïdienne est tout particulièrement impliquée dans la détermination

des progéniteurs de la SVZ en neuroblastes (Lopez-Juarez  et al., 2012). On sait par ailleurs que

l'engagement des CSNs nécessite d'importants changements métaboliques, celles-ci évoluant d'un

fonctionnement essentiellement basé sur une forte glycolyse et une faible activité mitochondriale à

un métabolisme principalement basé sur la phosphorylation oxydative (Zheng et al., 2016 ; Ito et

Suda, 2014). La transformation du métabolisme cellulaire semble de plus avoir lieu à un rythme

différent selon le destin cellulaire (Pistollato et al., 2007 ; Xie et al., 2014), en faisant un élément

clé de la différenciation.  Étant donnée l'implication des HTs dans la différenciation des CSNs et

dans la régulation du métabolisme mitochondrial, j'ai testé l'hypothèse selon laquelle le choix du

destin des CSNs de la SVZ adulte se ferait par le biais de l'influence de la signalisation thyroïdienne

sur la transition métabolique (Figure 30).

J'ai ainsi étudié la détermination cellulaire des CSNs et leur activité mitochondriale  in vivo  et  in

vitro,  dans différentes conditions de disponibilité en HTs. Pour cela,  j'ai  tout d'abord cherché à

caractériser l'expression de DLX2 dans les cellules de la SVZ, afin de déterminer si cette protéine

peut  être  utilisée  comme  un  marqueur  spécifique  des  précurseurs  neuronaux  (NPCs),  comme

suggéré  par  les  travaux  de  Jones  et  al.  (Jones  et  al.,  2016).  J'ai  ensuite  étudié  l'impact  de  la

disponibilité  en  HTs sur  le  choix  de  destin  des  CSNs,  en  quantifiant  le  nombre  de  NPCs,  de

neuroblastes et d'OPCs,  in vivo dans la SVZ  après la modulation du statut thyroïdien de souris

adultes, et in vitro dans des cellules issues de cultures primaires de CSNs de SVZ adulte. Puis j'ai

cherché à évaluer l'importance du métabolisme mitochondrial des différents types de cellules de la
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niche, in vivo grâce à l'utilisation d'un colorant cellulaire spécifique de l'activité mitochondriale, le

JC-1, et  in vitro par l'étude de la production de ROS. Étant donné que SIRT1, activateur de la

mitogenèse, a été décrit comme étant un coactivateur des TRs  (Suh  et al., 2013 ; Thakran  et al.,

2013), j'ai également étudié le patron d'expression de SIRT1  in vivo et  in vitro dans différentes

conditions de disponibilité en HTs, afin de déterminer si le maintien de son expression après le

stade progéniteur pourrait participer au changement métabolique. Par ailleurs, les HTs promouvant

la  localisation mitochondriale  de DRP1  (Sinha  et  al.,  2015),  j'ai  analysé son expression et  son

activation dans les différents types cellulaires de la SVZ et dans différents contextes thyroïdiens

pour évaluer l'implication de la fission mitochondriale dans la différenciation des CSNs. 

En utilisant un anticorps anti-TOM20 pour visualiser les mitochondries, j'ai par ailleurs cherché à

visualiser et à quantifier les mitochondries des cellules des deux lignages cultivées avec différentes

concentrations  en  HTs.  J'ai  par  ailleurs  également  mis  au  point  un  protocole  de  tri  cellulaire

(fluorescence activated cell sorting, FACS) pour séparer les cellules du lignage glial et du lignage

neuronal, à partir de cultures in vitro réalisées dans différentes conditions de disponibilité en HTs et

différents  contextes  métaboliques.  Ces  deux dernières  techniques  nous ont  permis d'obtenir  des

résultats préliminaires qui demanderont plus d'investigation par la suite.
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Figure 30: Problématique de recherche. Nous cherchons à savoir si les hormones thyroïdiennes (HTs) influencent le
choix du destin des cellules souches neurales (CSN) de la SVZ adulte via leur action d'activation du métabolisme
mitochondrial et de la phosphorylation oxydative. Les flèches oranges représentent les étapes de différenciation pour
lesquelles  les  HTs  sont  connues  pour  être  importantes.  OPC :  précurseur  oligodendrocytaire ;  NPC :  précurseur
neuronal ; OL : oligodendrocyte.



IV.2. Effets  combinés  de  l'activité  physique  et  de  l'hypothyroïdisme  sur

l'activation des CSNs au sein de la SVZ adulte

Enfin, dans le cadre d'une collaboration avec l'équipe du Pr. Y. Gotoh, avec qui j'ai travaillé environ

2 mois à l'Université de Tokyo (bourse JSPS), j'ai étudié l'implication des HTs dans l'activation des

CSNs de la SVZ adulte, encore largement inconnue à ce jour. L'équipe du Pr. Gotoh a montré que

p57 contrôle  la  quiescence  et  l'activation  des  CSNs  (Furutachi  et  al.,  2013).  D'autre  part,  des

données de la littérature indiquent une capacité des HTs à inhiber p57 de façon transcriptionnelle

(Wood  et al., 2002). L'étude d'autres types de cellules souches a par ailleurs montré que les HTs

peuvent être impliquées dans le processus d'activation  (Dentice et al., 2014). L'ensemble de ces

données  laisse  ainsi  envisager  un  lien  entre  HTs  et  activation  des  CSNs.  Pour  étudier  cette

interaction, nous avons induit l'activation des CSNs de la SVZ de façon physiologique grâce à la

technique de l’enrichissement de milieu, déjà connue comme permettant l'activation des CSNs de

l'hippocampe (Furutachi et al., 2013), chez des souris adultes euthyroïdiennes et hypothyroïdiennes.

L'utilisation  d'anticorps  dirigés  contre  p57  (marqueur  des  CSNqs),  PCNA  (marqueur  de

prolifération)  et  DCX  (marqueur  des  neuroblastes)  nous  a  ainsi  permit  d'obtenir  des  résultats

préliminaires concernant l'impact du statut thyroïdien sur l'activation des CSNs de la SVZ.
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Matériels et méthodes

I. Études in vivo

I.1.Choix de destin des CNSs de la SVZ adulte

I.1.1. Étude de l'influence du statut thyroïdien sur le choix de destin des CSNs

Pour  étudier  l'influence  du  statut  thyroïdien  sur  le  destin  des  CSNs  in  vivo,  des  souris  mâles

C57BL/6 âgées de deux mois ont été nourries avec un régime hypothyroïdien ou hyperthyroïdien

durant deux ou trois semaines avant perfusion au PFA et dissection des cerveaux. Pour induire

l'hypothyroïdisme, les souris ont été nourries avec un régime PTU durant deux ou trois semaines

avant sacrifice. Pour induire l'hyperthyroïdisme, de la T4 a été ajoutée dans les biberons d'eau à une

concentration finale de 12ng/µL pendant deux semaines (Figure 31). 

Voir section « 2. Materials and methods », sous-section « 2.2.3. Immunohistochemistry (IHC) in

vivo » de l'article  « Adult  neural  stem cell  fate is  determined by thyroid hormone activation of

mitochondrial metabolism » dans la partie  Résultats  I pour les détails de procédure de fixation,

cryoprotection, coupes, immunohistochimies et imagerie.

La quantification des marqueurs cytoplasmiques (DCX, pDRP1S616) a été faite par mesure de la

densité intégrative, c'est-à-dire la somme des valeurs des pixels du signal de l'anticorps, dans la

SVZ dorsale.  Les  marqueurs  nucléaires  ont  permis  un  comptage  direct  du  nombre  de  cellules

positives,  au  niveau  de  la  SVZ dorsale  (DLX2,  SIRT1)  ou  latérale  (OLIG2).  Les  corrélations

d'intensités  de  signaux  nucléaires  ont  été  mesurées  grâce  à  des  doubles  (SIRT1/DLX2,

SIRT1/SOX2,  SIRT1/SOX10)  ou  des  triples  (SOX2/DLX2/OLIG2)  colorations  par
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Figure  31:  Protocole  d'induction  de l'hypothyroïdie  ou  de l'hyperthyroïdie  chez  la  souris  adulte.  Les  souris
C57BL/6 mâles âgées de deux mois sont mises sous régime contrôle, sous régime hypothyroïdien pendant deux à trois
semaines  consécutives  (nourriture  PTU),  ou  sous  régime hyperthyroïdien  pendant  deux  semaines  (eau  de  boisson
supplémentée en T4). 



immunohistochimie. Des mesures de l'intensité moyenne du signal de chaque noyau ont été faites

pour chaque marquage, dans la zone latéro-dorsale de la SVZ. 

I.1.2. Étude du métabolisme mitochondrial dans les cellules de la SVZ

I.1.2.1.Utilisation du colorant JC-1 par stéréotaxie

Le colorant cellulaire JC-1, qui permet la distinction des cellules possédant une forte ou une faible

activité mitochondriale, a été utilisé pour mesurer la respiration des cellules de la SVZ in vivo. 2µL

de JC-1 dilué en DMSO à 1µg/µL ont été injectés dans un des deux ventricules latéraux (injection

intra-cérébro  ventriculaire,  ICV)  par  stéréotaxie,  chez  des  souris  eu-  et  hypothyroïdiennes

préalablement anesthésiées à l'isofluorane et maintenues sous anesthésie durant toute la procédure

(Figure 32A). Les coordonnées de stéréotaxie, relativement à lambda, sont les suivantes : antérieur,

3.65mm ; latéral, 1mm ; profondeur, 2.1mm. L'expérience a été réalisée cinq fois, pour un total de

16 animaux euthyroïdiens, 14 animaux hypothyroïdiens (2 semaines) et 9 animaux hypothyroïdiens

(3 semaines). Des contrôles ont été faits en réalisant une injection de DMSO pur par ICV. Quatre

heures après injection, les cerveaux sont prélevés et fixés dans du PFA 4%, puis cryoprotégés et

coupés comme de la même façon qu'en I.1.1. 
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Figure  32:  Injection  de  JC-1  et  principe  du  colorant.  (A)  Protocole  d'injection  du  JC-1.  Les  souris  eu-  et
hypothyroïdiennes  sont  anesthésiées  à  l'isofluorane  et  le  JC-1  (2µL,  1µg/µL)  est  injecté  par  stéréotaxie  dans  le
ventricule latéral (VL). (B) Principe du colorant JC-1. Les molécules de JC-1 qui pénètrent dans le cytoplasme sont
présentent sous forme de monomères et émettent une fluorescence verte (longueur d'onde démission de 529nm). Elles
peuvent pénétrer dans les mitochondries de façon proportionnelle au potentiel membranaire ΔΨ, où elles s'agrègent et
émettent une fluorescence rouge (émission à 590nm). La mesure de la fluorescence rouge et de la fluorescence verte
permet ainsi d'estimer le potentiel membranaire des mitochondries d'une cellule, et donc son activité mitochondriale.



Le JC-1 est une molécule chargée positivement, qui a de ce fait la capacité de pénétrer dans les

mitochondries de façon proportionnelle au potentiel de membrane ΔΨ  (Cossarizza  et al., 1993).

Sous forme monomérique dans  le  cytoplasme,  JC-1 émet  une fluorescence de longueur  d'onde

529nm.  Plus  les  mitochondries  sont  actives,  plus  JC-1  peut  traverser  les  membranes

mitochondriales.  Dans  la  mitochondrie,  JC-1  s'accumule  en  agrégats  et  sa  longueur  d'onde

d'émission passe à une longueur d'onde de 590nm (Figure 32B). Ainsi la mesure des fluorescences

des deux longueurs  d'onde permettent  d'estimer l'activité  mitochondriale  d’une cellule  ou d'une

population cellulaire. 

Des coupes coronales de 30µm des cerveaux eu- et hypothyroïdiens  ont été réalisées à l'aide d'un

cryostat, puis stockées à 4°c en PBS ou à -20°C dans une solution cryoprotectante avant de procéder

aux  colorations  par  immuno-histochimie. Les  immunomarquages  sur  les  coupes  JC-1  ont  été

réalisés avec des anticorps dirigés contre des protéines spécifiques de différents types cellulaires de

la niche (EGFR pour les cellules prolifératives (principalement CSNs actives et progéniteurs), DCX

pour les neuroblastes, et NG2 pour les OPCs et oligodendrocytes immatures). Après imagerie, le

signal rouge et le signal vert du JC-1 ont pu être quantifié spécifiquement dans le cytoplasme des

cellules  d'intérêts,  au  niveau  de  la  SVZ  latéro-dorsale  des  coupes  situées  entre  les  positions

stéréotaxiques bregma +0.4 mm et +0.9 mm. La zone de fluorescence des anticorps (correspondant

aux cytoplasmes de la population de cellules d'intérêt) a pu être délimitée automatiquement avec le

logiciel FIJI, permettant la mesure des fluorescences du JC-1 spécifiquement sur cette zone. Le

cytoplasme des cellules de la SVZ ne pouvant pas être délimités précisément de façon indépendante

pour chaque cellule, seule une mesure globale par coupe a pu être réalisée.

I.1.2.2.Immuno-histochimies

Voir section « 2. Materials and methods », sous-section « 2.2.3. Immunohistochemistry (IHC) in

vivo » de l'article  « Adult  neural  stem  cell  fate is  determined by thyroid hormone activation of

mitochondrial metabolism » dans la partie Résultats pour les détails de procédure.

Des  anticorps  dirigés  contre  HIF1α,  SIRT1,  pDRP1S616,  CDK1  et  CDK5  ont  été  utilisés  en

combinaison  avec  des  anticorps  spécifiques  de  différents  types  cellulaires  de  la  niche  (SOX2,

DLX2, DCX, SOX10, OLIG2), permettant de visualiser dans quels types cellulaires sont exprimées

les différentes protéines, et dans quelles cellules la forme phosphorylée de DRP1 est présente. Les

noyaux  ont  été  marqués  avec  du  DAPI.  Des  comarquages  ont  été  réalisés  avec  les  différents

marqueurs nucléaires, pour détecter des corrélations grâce à la mesure de l'intensité de différents

signaux pour une même cellule.
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I.2.Activation des cellules souches neurales de la SVZ adulte

Ces expérimentations ont été réalisées avec l'équipe du Pr. Gotoh dans le laboratoire de biologie

moléculaire de la  Graduate school of Pharmaceutical Sciences  de l'Université de Tokyo, Japon.

Afin d'étudier l'activation des CSNs, deux groupes de six souris C57BL/6 mâles âgées de deux mois

(jeunes adultes) ont été nourries avec un régime contrôle ou avec des granulées dépourvues d'iode et

contenant 0.15 % de propythiouracile (PTU,  Harlan Tekland, Madison, WI),  composé inhibant la

thyroperoxydase et donc la formation d'HTs. Après 7 jours passés dans des cages de taille moyenne,

les souris suivant chaque régime ont été divisées en deux groupes (3 souris par groupe) : un groupe

contrôle dans de petites cages, et un groupe dans de grandes cages contenant deux roues (Figure

33). Au bout de 12 jours, les souris des quatre groupes ont été anesthésiées puis perfusées au niveau

cardiaque avec du PBS puis du paraformaldéhyde (PFA) 4 % en PBS. Les cerveaux ont été prélevés

puis post-fixés au PFA 4 % à 4°C pendant 2 heures, puis cryoprotégés à 4°C dans une solution de

sucrose 10 % en PBS pendant 2 heures, puis dans une solution de sucrose 20 % pendant une nuit

(overnight,  ON)  et  dans  une  solution  de  sucrose  30 % pendant  24  heures.  Ils  ont  ensuite  été

incorporés  en  OCT  (optimal  cutting  temperature  compound)  et  maintenus  à  -80°C  jusqu'à

utilisation.  Des coupes coronales de 30µm ont été réalisées à l'aide d'un cryostat  et  les coupes

récupérées  sur  lame  sont  stockées  à  -80°C  avant  de  procéder  à  des  coloration  par  immuno-

histochimie.
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Figure  33:  Protocole  d'induction  de la  neurogenèse  chez  l'adulte  euthyroïdien  et  hypothyroïdien.  Les  souris
C57BL/6 mâles âgées de deux mois sont mises sous régime contrôle (Eu) ou régime hypothyroïdien (PTU) pendant 19
jours. Après sept jours, les souris suivant chaque régime sont séparées en deux sous-groupes, le premier étant placé dans
de  petites  cages  (Contrôle,  C)  et  le  second  dans  de  grandes  cages  avec  accès  à  deux  roues  (Running,  R).
L'enrichissement du milieu et l'exercice physique doivent permettre d'induire la neurogenèse par l'activation des cellules
souches neurales. 



Pour  les  colorations,  les  lames  ont  été  incubées  30  minutes  à  température  ambiante  dans  une

solution de TBS (Tris-buffered saline) contenant 0.1 % Triton pour dissoudre l'OCT, puis incubées

dans  une  solution  de  blocage  composée  de  PBS  (phosphate  buffered  saline)  contenant  3 %

d'albumine de sérum bovin (BSA, bovine serum albumin). Les lames ont ensuite été incubées avec

les anticorps primaires (anti-PCNA mouse, 1:1000 ; anti-p57 rabbit, 1:500 ; anti-DCX goat, 1:200)

dans le tampon de blocage à 4°C ON, puis, après rinçages, avec les anticorps secondaires (1:500) et

le colorant nucléaire Hoechst dans le tampon de blocage 1 heure à température ambiante, avant

montage au mowiol. Les colorations utilisant un anticorps anti-PCNA ont nécessité une étape de

démasquage d'antigène, consistant en une incubation de 10 minutes à l'autoclave à 105°C dans une

solution spécifique (Target retrieval solution, DAKO).

Après coloration, les sections de SVZ des coupes situées entre les positions stéréotaxiques bregma

+0.4 mm et +0.9 mm ont été imagées à l'aide d'un microscope confocal Leica TCS-SP5 à l'objectif

x40 (images mosaïques). Le nombre de cellules PCNA+ et p57+/-DCX+/- a été quantifié tout le long

de la SVZ (SVZ dorsale et latéro-ventrale) pour chacune des coupes.

Le sang de chaque animal a été prélevé au moment de la perfusion, puis centrifugé à 3200rpm à

température ambiante pendant 15 minutes pour récupérer le sérum. Les sérums ont été stockés à

-20°C puis utilisés pour contrôler le statut thyroïdien des animaux des différents groupes, à l'aide

d'un kit T4 ELISA (Labor Diagnostika Nord (LDN), Nordhorn, Germany).

II. Études in vitro

II.1. Cultures primaires de neurosphères à partir de CSNs de la SVZ adulte

Pour les détails de procédure concernant les cultures primaires,  voir section « 2. Materials and

methods »,  sous-section  « 2.3.1.  Primary  adult  NSC  neurosphere  culture »  de  l'article  « Adult

neural stem cell fate is determined by thyroid hormone activation of mitochondrial metabolism »

dans la partie Résultats. 

II.2. Principe de la culture primaire de CSNs adultes

Des coupes coronales du cerveau de souris C57Bl/6 âgées de deux mois sont réalisées à l'aide d'un

moule strié, puis la SVZ est disséquée sous loupe binoculaire dans un  milieu contenant du DMEM-

F12-glutamax  1/50  Glucose  45 %.  Après  digestion  enzymatique  (papaïne  durant  30  minutes  à
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37°C), les cellules sont récupérées par centrifugation et resuspendues dans des flasques de culture

en milieu complet contenant les facteurs de croissance EGF et FGF2. Les flasques sont maintenues

à 37°C dans un environnement à 5 % CO2 durant 7 jours. Les facteurs de croissance permettent la

prolifération des CSNs et des progéniteurs, qui forment des neurosphères en suspension dans le

milieu. Les neurosphères sont ensuite dissociées à l'aide d'une micropipette. Les cellules sont alors

déposées sur des lamelles enduites de poly-D-lysine en plaques  24 puits.  Du milieu de culture

complet, dépourvu de facteurs de croissance, est ajouté après adhésion des cellules 30 minutes à

37°C. Les cellules en plaques 24 puits sont alors placées à 37°C pour induire leur différenciation

pendant  1  heure,  24 heures  ou 7 jours (Figure  34).  Pour  tester  les  effet  de la  T3 sur le  destin

cellulaire et le métabolisme, le milieu de différenciation est supplémenté en T3, à une concentration

de 5nM ou 50nM, durant toute la différenciation.  Les cellules sont ensuite fixées au PFA 4 % 10

minutes à température ambiante et maintenues à 4°C jusqu'à utilisation.

II.3. Étude de la production de ROS

Pour étudier la production de ROS, les cellules ont été exposée à de l'hydroéthidine (HEt, aussi

appelée dihydroéthidium) 40µM pendant  les  30 minutes  précédant  leur  fixation.  L'HEt est  une

molécule qui est  transformée en éthidium bromide (EB) lorsqu'elle est  oxydée,  par exemple en

présence d'ions superoxydes. L'EB est un intercalant de l'ADN qui émet une fluorescence rouge (pic

d'émission à 605nm). L'utilisation de l'HEt sur des cellules vivantes permet ainsi une transformation

en EB proportionnelle à la quantité de ROS présents dans la cellule, quantifiable après fixation par
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Figure  34:  Protocole  de  culture primaire de CSNs adultes  in  vitro.  La SVZ est  disséquée et  les  cellules  sont
dissociées puis mises en culture en conditions prolifératives durant sept jours. Les neurosphères sont ensuite dissociées
et cultivées en plaques 24 puits en conditions de différenciation, en milieu contrôle ou traitées par ajout de T3, durant
une heure, 24 heures ou sept jours, puis fixées.



mesure de l'intensité de fluorescence nucléaire (Figure  35A). Les mitochondries étant le lieu de

production de ROS le plus important, nous pouvons estimer que les changements de fluorescence

observés en fonction des conditions de culture et du temps de différenciation après traitement à

l'HEt  sont  principalement  dus  à  des  changements  d'activité  mitochondriale.  Afin  de  vérifier  ce

postulat,  le  composé  mitoTEMPO,  une  SOD  (superoxyde  dismutase)  de  synthèse  entraînant

l'élimination des ROS produits spécifiquement par les mitochondries, a également été utilisé (Figure

35B). Le mitoTEMPO a été ajouté au milieu de différenciation à une concentration de 20µM, avec

ou sans ajout de T3, et avec ajout d'HEt en fin de différenciation pour visualiser la production de

ROS.

II.4. Inhibition de la chaîne respiratoire

Pour analyser in vitro l'importance de l'activité mitochondriale sur le choix de destin cellulaire, nous

avons  utilisé  le  composé  oligomycine.  Celui-ci  a  été  ajouté  au  milieu  de  culture  durant  la

différenciation  cellulaire.  L'oligomycine  est  un  inhibiteur  spécifique  de  l'ATP synthase,  parfois

utilisé comme antibiotique. Il bloque l'activité de la sous-unité F0, empêchant le passage de protons

de l'espace intermembranaire vers la matrice mitochondriale, et donc la production d'ATP (Figure

35B). L’ensemble de la chaîne respiratoire est ainsi freinée. L'oligomycine a été utilisée à 1µM, une

dose de 10µM entraînant une mort cellulaire en moins de 24 heures. La différenciation cellulaire en

présence d'oligomycine 1µM entraîne malgré tout un taux très important de mort cellulaire après

157

Figure  35:  Principe  de  l'hydroethidine,  du  mitoTEMPO  et  de  l'oligomycine.  (A)  En  présence  de  ROS,
l'hydroethidine (HEt) se transforme en ethidium bromide (EB), intercalant de l'ADN qui émet alors une fluorescence
rouge.  Plus  l'activité  mitochondriale  est  forte  plus  la  production  de  ROS  par  les  mitochondries  sera  importante,
entraînant une fluorescence nucléaire de l'EB plus forte. (B) Le mitoTEMPO inhibe spécifiquement la production des
ROS mitochondriaux, provenants de l'activité de la chaîne respiratoire. L'oligomycine inhibe l'activité de l'ATP synthase
au niveau de la sous-unité F0, empêchant le passage des protons H+ et la production d'ATP.



sept jours : nous n'avons quantifié les types cellulaires qu'après 24 heures de différenciation, avec

ou sans ajout de T3. 

II.5. Immuno-cytochimies

Voir  section  « 2.  Materials  and  methods »,  sous-section  « 2.3.2.  Immunostaining  in  vitro » de

l'article « Adult neural stem cell fate is determined by thyroid hormone activation of mitochondrial

metabolism » dans la partie Résultats pour les détails de procédure.

Des anticorps permettant la détection spécifique de SIRT1,  PGC1α, TOM20, DRP1 et pDRP1S616

ont été utilisées in vitro en combinaison avec les marqueurs cellulaires SOX2, DLX2, DCX, SOX10

et OLIG2 (doubles ou triples colorations). Les noyaux ont été marqués avec du DAPI. L'utilisation

de DRP1 et  pDRP1S616 m'a permis de quantifier l'expression de la protéine de sa phosphorylation

activatrice, dans les différents types cellulaires et dans différentes conditions de culture, ce qui n'a

pas été possible  in vivo où l'anticorps dirigé contre DRP1 ne permettait  pas d'obtenir un signal

satisfaisant. La quantification de ces deux marqueurs cytoplasmiques a été faite manuellement dans

les différentes cellules d'intérêt. 

L'intensité  des  marqueurs  nucléaires  SIRT1,  SOX2  et  OLIG2  a  été  mesurée  de  façon  semi-

automatique,  grâce  à  l'utilisation  du  signal  DAPI,  permettant  de  définir  les  zones  nucléaires  à

quantifier. Les noyaux des cellules apoptotiques ont été exclus manuellement des zones à quantifier.

Les analyses d'images ont été réalisées à l'aide de FIJI, à partir de la projection en Z d'images

réalisées en stack sur 4µm d'épaisseur. Au moins dix images ont été prises par lamelle, réparties de

façon aléatoire sur l'ensemble de la lamelle. 

Un anticorps spécifique de TOM20, protéine de la membrane mitochondriale externe, a été utilisé

pour visualiser la conformation des mitochondries dans les différents types cellulaires. Des images

prises en stack ont  permis  des  reconstruction en trois  dimensions sous  le  logiciel  IMARIS. La

détection  du signal  en 3D nous a  permis  d'analyser  des  mesures  de  volume mitochondrial  des

cellules OLIG2+ et DCX+ après 24 heures de différenciation cellulaire en conditions contrôle ou en

présence de T3 (données préliminaires).

II.6. Transfections de plasmides CMV-H1-shDRP1

Les shARN (short hairpin  ARN) sont des séquences palindromiques qui, lorsqu'ils sont présents

dans le cytoplasme d'une cellule, sont clivés en siARN (small interfering ARN). Un siARN a la

capacité de se lier de façon spécifique à l'ARNm d'un gène cible par complémentarité de séquence,
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permettant  le  recrutement  d'enzymes  entraînant  la  destruction  de  l'ARNm ou l'inhibition  de  sa

traduction. Afin d'étudier l'influence de DRP1 sur le choix de destin cellulaire des CSNs in vitro,

deux plasmides codant pour des shARN dirigés contre DRP1 ont été synthétisés et transfectés dans

des cellules issues de neurosphères. 

Deux séquences de shDRP1 publiées par Wang et al. ont été testées  (Wang et al., 2014). Chaque

séquence  a  été  insérée  dans  un  plasmide  CMV-H1  (synthétisés  par  Eurofins  Genomics).  Des

bactéries compétentes (One shot Mach1-T1) ont ensuite été transformées avec chacun des plasmides

(ou avec un plasmide contrôle) par choc thermique, puis étalées sur boîtes de Petri (milieu LB +

Ampiciline). Après une nuit à 37°C, une colonie isolée de chaque culture a été mise en milieu LB

liquide 24 h à 37°C sous agitation pour permettre la prolifération bactérienne. Les bactéries ont

ensuite été récupérées par centrifugation, puis les plasmides ont été extraits à l'aide du kit Qiagen

QIAfilter  Maxi  kit,  selon le  protocole du fournisseur. La qualité  des plasmides  a  été  vérifié  au

Nanodrop, puis ces derniers ont été aliquotés et stockés à -20°C jusqu'aux transfections cellulaires.

Les transfections ont été réalisées sur cellules issues de neurosphères dissociées comme indiqué en

II.2.  Les  cellules  ont  été  co-transfectées  avec  les  plasmides  d'intérêt  et  un plasmide rapporteur

CMV-GFP, en utilisant le kit de transfection non-virale jetPRIME (Polyplus) selon les instructions

du fournisseur. Les cellules ont été transfectées en suspension puis incubées 4h à 37°C. Elles ont

ensuite été réparties en plaques 24 puits et mises en différenciation pendant 48 h, en présence de

différentes concentrations de T3.  Après fixation, les cellules ont été immuno-marquées avec des

anticorps anti-OLIG2 ou anti-DCX. Un des deux plasmides CMV-H1-shDRP1 a été exclu de nos

tests  du fait  de l'absence de cellules transfectées visibles après fixation.  Le nombre de cellules

GFP+OLIG2+/- a été quantifié dans les groupes de cellules différenciées en présence de différentes

concentrations de T3, pour évaluer l'influence de la réduction de l'expression de DRP1 et de la T3 sur

la détermination cellulaire. Très peu de cellules GFP+DCX+ ont été observées, ne permettant pas de

faire de quantifications fiables.

II.7. Cytométrie en flux (FACS)

Un protocole de tri cellulaire par FACS a été mis en place afin de pouvoir effectuer des analyses

plus précises sur chaque lignage cellulaire. Le but de l'utilisation de cette technique était dans un

premier  temps  de pouvoir  quantifier  le  nombre  de  cellules  appartenant  à  chaque lignage après

différenciation dans différentes conditions ; puis dans un deuxième de temps de trier les cellules en

vue  d’analyser  l’expression  de  certains  gènes  et  de  certaines  protéines  cibles  (acteurs  de  la

signalisation thyroïdienne, du métabolisme et de la détermination cellulaire neurone/glie) par qPCR
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et western-blot. Enfin, une telle séparation des différents types cellulaires nous aurait permis, après

remise en culture des cellules triées, d'analyser certains paramètres tels que la respiration cellulaire

(techniqueSeahorse). 

Dans le cadre de ce travail de doctorat, j'ai réussi à établir un protocole et obtenu des résultats

d'analyse préliminaires, qui demanderont cependant des travaux complémentaires afin de pouvoir

mettre en place le tri cellulaire.

II.7.1. Principe général

La cytométrie en flux permet de trier les cellules d'une population hétérogène grâce à l'utilisation

d'anticorps  couplés  à  des  fluorochromes.  Succinctement,  le  principe  consiste  à  faire  passer  la

population de cellules en suspension dans un fluide sous pression (le liquide de gaine), entraînant le

rétrécissement du flux et permettant le passage des cellules une à une devant des lasers excitateurs

(Figure 36A). Les lasers permettent non seulement la détection de la ou des longueur(s) d'onde(s)

émise(s) par le ou les anticorps couplé(s) à la cellule, mais également une mesure de la taille de la

cellule par diffraction (forward scattered light, FSC) et de sa granulosité par réfraction et réflexion

(side scattered light, SSC). La mesure de la taille et de la granulosité permettent de distinguer les

caractéristiques de la population cellulaire, et d'exclure de l'analyse les cellules mortes et les débris

cellulaires. Lors de l'utilisation d'un trieur, la détection des longueurs d'ondes d'émission provenant

de chaque cellule permet au système informatique de leur appliquer une charge, permettant leur tri

(Figure  36A).  Une  optimisation  des  paramètres  sur  un  appareil  d'analyse  (sans  tri  effectif  des

cellules) est nécessaire avant d'utiliser un trieur. 

II.7.2. Choix des fluorochromes

Après le test de plusieurs combinaisons de fluorochromes et d'anticorps, j'ai optimisé le protocole

avec la combinaison décrite ci-après. Afin d'analyser les cellules du lignage oligodendrocytaire, j'ai

travaillé sur une souche de souris C57BL/6 exprimant la protéine PDGFRα couplée à une eGFP

(Jackson laboratory), permettant aux cellules PDGFRα+ d'émettre une fluorescence verte (longueur

d'onde d'émission maximale à 507nm). Pour repérer les cellules du lignage neuronal, j'ai utilisé un

anticorps dirigé contre la protéine membranaire CD24 couplé à un fluorochrome « Brilliant Violet

421 » (BioLegend, pic d'émission à 421nm). J'aiégalement utilisé le marqueur de viabilité « Zombie

NIR » (BioLegend), pour m'assurer de ne pas inclure de cellules mortes dans nos analyses (pic

d'émission à 746nm) (Figure 36B). 
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Figure  36:  Principe  de  la  cytométrie  en  flux  et  combinaison  de  fluorochromes  utilisée.  (A)  Les  cellules  en
suspension sont poussées par pression d'air comprimé vers un injecteur permettant leur injection dans le liquide de
gaine, lui-même sous pression. La pression exercée sur le liquide de gaine est inférieure à celle exercé sur la suspension
cellulaire. La différence de pression entre les deux liquides (effet Venturi) permet un étranglement du flux de cellules,
qui s'alignent les unes derrières les autres. Le flux passe alors devant des lasers excitateurs, qui permettent une mesure
de ganulosité grâce à la détection de la lumière réfractée et réfléchie (SSC), une mesure de taille par la détection de la
lumière diffractée (FSC), et l'excitation des fluorochromes. Le signal émis par les fluorochromes excités traverse des
miroirs  et  filtres  dichroïques,  laissant  passer  uniquement  certaines  longueurs  d'ondes  et  en  réfléchissante  d'autres,
jusqu'à des photomultiplicateurs qui transmettent le signal à un ordinateur, permettant le traitement des données. Lors de
l'utilisation d'un trieur, l'ordinateur transmet en temps réel l'information de fluorescence, permettant d'induire une charge
sur la cellule, ensuite déviée de sa trajectoire pour être récoltée dans un tube différent en fonction de la fluorescence de
départ. (B) Longueurs d'onde d'excitation et d'émission des différents fluorochromes utilisés. CD24-BV421 : excitation
(Ex) maximale / émission (Em) maximale = 407/421nm ; PDGFRα-eGFP : 488/510nm ; MitoTracker Red CMXRos :
579/599nm ;  NIR :  633/746nm. Visualisation  des  profils  obtenue en  ligne  sur  le  BioLegend Fluorescence Spectra
Analyzer.



Enfin j'ai également souhaité quantifier l'activité mitochondriale en utilisant un MitoTracker durant

l'analyse par cytométrie. Les colorants de type MitoTracker ont un fonctionnement similaire au JC-

1  mais  n'ont  qu'une  longueur  d'onde  d'émission.  Ils  pénètrent  dans  les  mitochondries

proportionnellement à leur activité, et le rinçage des cellules permet d'éliminer les résidus présents

en dehors des organelles. Je n'ai pas pu utiliser le JC-1 dans le cadre du FACS du fait de longueurs

d'ondes d'émission incompatibles avec l'utilisation des autres fluorochromes. Afin de conserver les

cellules dans un état  physiologique aussi proche que possible de leur état  d'origine,  et  donc de

maintenir telle quelle leur morphologie mitochondriale, j'aichoisi de fixer les cellules avant l'analyse

et  d'utiliser  un  colorant  MitoTracker  maintenu  après  fixation.  Après  comparaison de  différents

MitoTracker  répondant  à  ce  critère,  j'ai  choisi  d'utiliser  le  MitoTracker  Red  CMXRos

(LifeTechnology M7512, pic d'émission à 599nm). 

II.7.3. Protocole expérimental

La SVZ de souris  C57BL/6  PDGFRα-eGFP mâles  ont  été  disséquées  et  leurs  cellules  ont  été

dissociées et mises en prolifération comme décrit précédemment. Quatre groupes ont été créés lors

de la mise en différenciation : un groupe en milieu contrôle, un groupe en milieu supplémenté en T3

(50nM),  un  groupe  en  milieu  supplémenté  en  oligomycine  (0.5µM),  et  un  groupe  en  milieu

supplémenté en T3 et oligomycine. Après 24 heures de différenciation, les cellules ont été mises en

présence du MitoTracker 100nM en DMSO, pendant 30 minutes à 37°C. Après rinçage rapide avec

du milieu complet, les cellules ont été détachées des puits à l'aide de Trypsine 1X, laissée 1 minute

30 à 2 minutes à 37°C avant inactivation par ajout de milieu complet + FBS 10 % (fetal bovine

serum). Les cellules ont ensuite été transférées dans des tubes et centrifugées (1500rpm, 5min), et

les culots cellulaires rincés en PSB-EDTA, avant une nouvelle centrifugation et reprise du culot en

PBS-EDTA. Après comptage sur cellule de Malassez, le marqueur de viabilité NIR et l'anticorps

CD24-BV421 ont  été  ajoutés  aux cellules et  maintenus à 4°C durant  20 minutes  à  l'abri  de la

lumière. Les cellules ont ensuite été centrifugées et rincées, puis fixées au PFA 4 % 10 minutes à

température ambiante. Après un dernier rinçage, les cellules ont été reprises dans 400 µL de PBS-

EDTA et  maintenues  à  4°C.  Les  tubes  ont  ensuite  été  utilisés  sur  l'appareil  BD Canto II  pour

l'analyse FACS, utilisant le logiciel Diva (BD Biosciences). 

La mise au point des paramètres d'analyse a été faite grâce à plusieurs expériences préliminaires,

avec  des  cellules  différenciées  en  conditions  contrôles  mises  en  présence  d'un  seul  des

fluorochromes ou de tous les fluorochromes moins un (fluorescence minus one, FMO). Des essais

ont par ailleurs été réalisés à partir de cellules obtenues après différents temps de différenciation in
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vitro. J'ai choisi d'optimiser le protocole à 24 heures de différenciation afin de pouvoir analyser les

phases  précoces  de  différenciation  cellulaire.  De  plus,  j'ai  puobserver  que  les  temps  de

différenciation  plus  longs (4 à  7  jours)  entraînaient  une proportion  plus  importante  de  cellules

mortes  et  de  débris,  gênant  l'analyse.  Cela  est  probablement  dû  à  deux  facteurs.  D'une  part,

l'augmentation du temps de différenciation dans nos conditions de culture conduit à une hausse de

la proportion de cellules apoptotiques, comme nous l'avions déjà observé dans nos cultures par

immuno-cytochimie. D'autre part, les cellules plus différenciées ayant un cytoplasme plus étendu

sur le fond du puits de culture, l'étape de trypsination entraîne nécessairement la formation de plus

de débris après un long temps de différenciation.

Les résultats ont été analysés à l'aide du logiciel FlowJo (Treestar). Les débris cellulaires et les

cellules mortes ont été exclues par une première sélection sur un répartition SSC/FSC, puis à l'aide

du marqueur de viabilité NIR (voir Résultats). L'intensité des différentes fluorescences m'a ensuite

permis de distinguer les cellules CD24+PDGFRα- (population de cellules à destinée neuroblaste) et

les cellules CD24-PDGFRα+ (population de cellules à destinée oligodendrocytaire). Le signal émis

par le MitoTracker nous a permis d'obtenir une estimation de l'activité mitochondriale des cellules

des différents groupes. 
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Résultats
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I. La signalisation thyroïdienne détermine le choix de destin

des cellules souches neurales de la SVZ adulte par l'activation

du métabolisme mitochondrial

I.1. Introduction à l'article

Les hormones thyroïdiennes sont impliquées dans la différenciation des cellules souches de la SVZ

chez  la  souris  adulte  et  dans  l'activation  du  métabolisme  mitochondrial.  Or  le  métabolisme

mitochondrial  évolue  considérablement  au  cours  de  la  différenciation,  et  la  quantité  d'oxygène

consommé par les cellules est déterminante dans le choix de destin cellulaire. Le travail présenté

dans cette section apour but de déterminer si l'action des HTs sur les cellules de la niche a une

influence  sur  leur  métabolisme mitochondrial,  et  en  conséquence sur  l'orientation  des  CSNs et

progéniteurs vers détermination neuronale ou gliale. 

Tout d'abord, j'ai analysé l'influence des HTs sur le choix de destin des CSNs. Pour cela, j'ai modulé

la disponibilité en HTs in vivo en rendant les animaux hypothyroïdiens, et in vitro en augmentant la

concentration en HTs du milieu de différenciation de cellules issues de cultures primaires de CSNs,

et quantifié les cellules s'engageant dans chacun des lignages (Figure 1 de l'article). In vivo, j'ai ainsi

observé  qu'un  hypothyroïdisme  entraîne  une  diminution  des  cellules  s'engageant  vers  la  voie

neuronale (NPCs) et une augmentation des cellules s'engageant vers la voie gliale (OPCs) dans la

SVZ,  In vitro, des conditions hyperthyroïdiennes conduisent à un résultat inverse, les cellules se

différenciant majoritairement en neuroblastes. Les HTs sont donc nécessaires à la détermination des

CSNs de la SVZ en NPCs, tandis qu'une absence d'HTs favorise la détermination en OPCs. 

J'ai ensuite mis au point un protocole permettant de visualiser l'activité mitochondriale des cellules

de la SVZ  in situ. Pour cela, j'ai réalisé des injections du colorant JC-1 par stéréotaxie dans les

ventricules latéraux de souris contrôle et hypothyroïdiennes. Après 4 heures de récupération, les

tissus ont été fixés au PFA, puis des colorations immuno-histochimiques m'ont permis de quantifier

le signal JC-1 spécifiquement dans les les différents types cellulaires . J'ai par ailleurs quantifié la

production de ROS in vitro en présence de différentes concentrations en HTs. Ainsi, j'ai observé une

activité mitochondriale et une production de ROS non seulement plus importantes dans les cellules

à destinée neuronale, mais également augmentées en présence d'HTs (Figure 2 de l'article). Par

ailleurs,  l’utilisation  d'un  inhibiteur  de  l'activité  mitochondriale,  l'oligomycine,  m'a  permis  de

constater que l'influence des HTs sur le destin cellulaire nécessitait l'activation de la respiration
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mitochondriale. Les cellules à destinée oligodendrocytaire se sont de plus révélées beaucoup plus

résistantes à l'inhibition de l'activité mitochondriale que les NPCs et les neuroblastes, montrant leur

moins grande dépendance à une augmentation de la phosphorylation oxydative.

Enfin, nous avons observé et  quantifié des différences de dynamiques mitochondriales entre les

deux lignages cellulaires, in vivo et in vitro. L'initiateur de la fission, DRP1, s'est ainsi révélé activé

de façon préférentielle  dans  les  cellules  à  destinée  neuronale  (Figure  4  de  l'article).  La  forme

phosphorylée pDRP1S616 n'est en effet visible in vivo que dans les cellules à destinée neuronale, et

une  quantification  dans  le  cytoplasme  des  différents  types  cellulaires  in  vitro a  confirmé  une

phosphorylation nettement plus importante dans ce lignage. Les HTs favorisent de plus l'activation

de DRP1. J'ai par ailleurs montré que SIRT1, exprimé dans les cellules pluripotentes (Saharan et al.,

2013 et al. ; Yoon, 2014 et al. ; Williams et al., 2016 ; Han et al., 2008) mais également cofacteur

des TRs (Suh et al., 2013 ; Thakran et al., 2013) et inducteur indirect de la mitogenèse (Lagouge et

al., 2006 ; Nemoto et al., 2005), reste préférentiellement exprimé dans la lignée neuronale (Figures

3 et S3 de l'article).  Le maintient  de SIRT1 dans les cellules  se déterminant  en NPCs pourrait

s'interpréter comme un moyen de favoriser la mitogenèse, dans le cadre d'une augmentation globale

des dynamiques et de l'activité mitochondriales.

Ainsi,  mes  données  montrent  que  la  signalisation  thyroïdienne  permet  une  augmentation  des

dynamiques et de la respiration mitochondriales au cours de la spécification des CSNs de la SVZ

adulte, et ainsi favorise la détermination vers un destin neuronal. 
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I.2. Article :  Adult  neural  stem  cell  fate  is  determined  by  thyroid  hormone

activation of mitochondrial metabolism

Article soumis le 31 juillet, révisé le 11 août et accepté pour publication le 14 août 2017 dans le

journal Molecular Metabolism. 

J.D. Gothié, A. Sébillot,  C.  Luongo,  M. Legendre,  C.  Nguyen Van, K. Le Blay, M. Perret-Jeanneret,  S.

Remaud, B.A. Demeneix. Mol Metab. 2017 Aug. 14 ; doi : 10.1016/j.molmet.2017.08.003.
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Adult neural stem cell fate is determined by

thyroid hormone activation of mitochondrial

metabolism

J.D. Gothié, A. Sébillot, C. Luongo, M. Legendre, C. Nguyen Van, K. Le Blay, M. Perret-Jeanneret,

S. Remaud**,1, B.A. Demeneix*,1

ABSTRACT

Objective: In the adult brain, neural stem cells (NSCs) located in the subventricular zone (SVZ) produce both neuronal and glial cells. Thyroid
hormones (THs) regulate adult NSC differentiation towards a neuronal phenotype, but also have major roles in mitochondrial metabolism. As NSC
metabolism relies mainly on glycolysis, whereas mature cells preferentially use oxidative phosphorylation, we studied how THs and mitochondrial
metabolism interact on NSC fate determination.
Methods: We used a mitochondrial membrane potential marker in vivo to analyze mitochondrial activity in the different cell types in the SVZ of
euthyroid and hypothyroid mice. Using primary adult NSC cultures, we analyzed ROS production, SIRT1 expression, and phosphorylation of DRP1
(a mitochondrial fission mediator) as a function of TH availability.
Results: We observed significantly higher mitochondrial activity in cells adopting a neuronal phenotype in vivo in euthyroid mice. However,
prolonged hypothyroidism reduced not only neuroblast numbers but also their mitochondrial activity. In vitro studies showed that TH availability
favored a neuronal phenotype and that blocking mitochondrial respiration abrogated TH-induced neuronal fate determination. DRP1 phos-
phorylation was preferentially activated in cells within the neuronal lineage and was stimulated by TH availability.
Conclusions: These results indicate that THs favor NSC fate choice towards a neuronal phenotype in the adult mouse SVZ through effects on
mitochondrial metabolism.

� 2017 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Keywords Adult neurogenesis; Mitochondrial metabolism; Thyroid hormone; Neural stem cell fate

1. INTRODUCTION

Neurogenesis persists in the brain of adult mammals in two well-
defined niches, the hippocampus and the sub-ventricular zone (SVZ)
[1,2]. In both areas, NSCs can differentiate to form neurons or glial
cells (oligodendrocytes and astrocytes) [3]. NSCs produce transit
amplifying progenitors that predominantly differentiate to neuroblasts
which migrate to the olfactory bulb forming interneurons [4]. Pro-
genitors can also acquire an oligodendroglial phenotype, becoming
oligodendrocyte precursor cells (OPCs) that mature to oligodendrocytes
(OLs) [5]. Diverse internal and external signals modulate NSC differ-
entiation, with thyroid hormones (THs) having a crucial role in pro-
moting neuroblast determination [6]. Understanding homeostatic
controls of neuron/glial cell fate decisions is necessary to address how
adult neurogenesis is modified in physiological and pathological
conditions.

It is well established that NSCs principally rely on aerobic glycolysis
before differentiation, contrasting with mature cells, in which meta-
bolism is mainly based on mitochondrial oxidative phosphorylation
(OXPHOS) [7,8]. Though generating less ATP, high glycolysis can
provide proliferating cells with increased production of nucleotides and
lipids [9]. Hypoxia also contributes to maintaining an undifferentiated
state, influencing proliferation and cell-fate commitment [10,11]. In
turn, changes in metabolic status influence NSCs pluripotency and
differentiation [12,13]. According to energy requirements, mitochon-
dria change shape, number and connections, through mitochondrial
biogenesis, fission, and fusion. These processes modulate mito-
chondrial production, growth, interconnections, intracellular dissemi-
nation, and destruction of damaged mitochondria [14]. Factors
enhancing OXPHOS will involve an increase in these processes.
Amongst factors regulating mitochondrial dynamics, DRP1 induces
mitochondrial fission. When phosphorylated, DRP1 interacts with FIS1
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Figure 1: Thyroid hormones favor neuronal over glial fate decision in vivo and in vitro. (A) Coronal sections of dorsal SVZ in euthyroid versus hypothyroid adult mice (two and
three weeks, see materials and methods) treated by IHC (OLIG2, in green and DCX, in red). Representative images. Scale bar: 50 mm. LV: Lateral ventricle. (B) Quantification of
DLX2þ cell numbers in the adult SVZ of euthyroid and hypothyroid mice. n¼4 euthyroid, hypothyroid 2 weeks and hypothyroid 3 weeks. (CeD) Quantification of DCXþ (integrative

Original Article

2 MOLECULAR METABOLISM- (2017) 1e11 � 2017 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CCBY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
www.molecularmetabolism.com

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://www.molecularmetabolism.com


at the mitochondrial surface to induce division [15]. Triiodothyronine
(T3), the active form of THs, promotes DRP1 localization to mito-
chondria [16], where the protein activates fission. Finally, it is well-
documented that THs are major regulators of cell and mitochondrial
metabolism [17,18].
Given the twin roles of THs in NSC biology and mitochondrial meta-
bolism, we hypothesized that TH determination of NSC fate could
implicate modulation of the glycolysis to OXPHOS metabolism transi-
tion. To test this hypothesis, we studied NSC determination both in vivo
and in vitro as a function of TH availability. We provide a number of
novel results on the role of TH in activating mitochondria and inducing
a neuronal, as opposed to a glial, cell fate. First, we show that TH
influences mitochondrial activity and ROS production, being higher in
cells adopting a neuronal fate. Second, we find that the mitochondrial
fission-inducer DRP1 is activated preferentially in cells differentiating
toward a neuroblast phenotype, a process influenced by TH availability.
Finally, if mitochondrial activity is blocked by oligomycin, neuronal
determination is dramatically reduced. In conclusion, the data show
that TH signaling increases mitochondrial dynamics and activates
mitochondrial respiration during NSC differentiation, thus directing
adult NSC determination to a neuronal fate.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals
C57BL/6 wild-type male mice, 8 weeks old, were purchased from
Janvier (Le Genest St. Isle, France). Food and water were available ad
libitum. All procedures were conducted according to the principles and
procedures in Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals and
validated by local and national ethical committees.

2.2. In vivo studies

2.2.1. Hypothyroid treatments
To induce hypothyroidism, 8 week-old male mice were given iodine-
deficient food containing 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) at 0.15%
(Harlan Tekland, Madison, WI) for two to three weeks. This method of
inducing hypothyroidism is recommended by the American Thyroid
Association (ATA) in their rodent guide [19]. It is possible that inducing
long-term hypothyroidism or hyperthyroidism affects food intake and
body weight. We did not measure the amount of food eaten by hy-
pothyroid mice, but we saw no obvious changes in body weight during
the time span of treatment. Hypothyroidism was checked by
measuring serum T4 concentrations at sacrifice, using a T4 ELISA test
(Labor Diagnostika Nord (LDN), Nordhorn, Germany) (Figure S1A) or
using RIA (carried out by Academic Medical Center, University of
Amsterdam, Netherlands) (Figure S1B).

2.2.2. JC-1 in vivo staining
JC-1 dye (2 mL 1 mg/mL) was stereotaxically injected in the lateral
ventricle (anterior: 3.65 mm, lateral: 1 mm and depth: 2.1 mm relative
to lambda) of 2 month-old euthyroid and hypothyroid mice anes-
thetized with isoflurane. Mice were sacrificed 4 h after injection and
brains fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS (0.1 M, pH 7.4). JC-
1 red and green fluorescence were quantified in the cytoplasm of

EGFRþ, NG2þ and DCXþ cells located in the dorso-lateral part of the
SVZ after specific immunostainings. JC-1 red on green fluorescence
values were standardized with the global SVZ red on green signal.

2.2.3. Immunohistochemistry (IHC) in vivo

Mice were anesthetized with Pentobarbital (130 mg/kg, Centravet) and
perfused rapidly through the left heart ventricle with PBS, then with 4%
PFA in PBS (0.1 M, pH 7.4). Brains were harvested and post-fixed at
4 �C overnight in the same fixative solution. Brains were cryoprotected
in 30% sucrose in PBS at 4 �C, embedded in OCT, frozen, and stored
at �80 �C until processed. Brain coronal sections (30 mm thick) were
incubated for 1 h in a blocking solution of 10% normal donkey serum
(Sigma) and 1% BSA (Sigma) in PBS at room temperature (RT), then
incubated with primary antibody diluted in blocking solution at 4 �C
overnight. After three 10 min washes in PBS at RT, sections were
incubated with fluorescent secondary antibodies (1/500, Invitrogen) in
1% donkey serum and 1% BSA in PBS for 2 h RT. Sections were
washed three times 10 min in PBS at RT, incubated with DAPI for 5 min
at RT, and mounted onto SuperFrost glass slides (Fisher) Prolong Gold
with antifade reagent (Invitrogen). Fluorescence images were acquired
using a Leica TCS-SP5 confocal microscope. Images were processed
using the FIJI software [20]. All in vivo quantifications were done on
brain slices located between bregma þ0.4 mm and þ0.9 mm ste-
reotaxic coordinates.

2.2.4. Characterization of DLX2 as specific marker of adult SVZ
neuronal precursors
In the adult SVZ, well-defined markers of oligodendrocyte precursor
cells (OPC) are SOX10, NG2, and OLIG2, the latter two being main-
tained in immature OL [4,21]. If localized in the SVZ, OLIG2þ and
NG2þ cells can be considered OPCs as these markers are expressed
prior to migration. A well-established marker for differentiating neu-
roblasts is DCX [22]. DLX2 over-expression acts as a pro-neurogenic
factor in the adult SVZ [23], making it a good candidate for being
specific to early neuronal commitment in the adult. To ascertain this
point, we immuno-assayed adult SVZ for DLX2, OLIG2 and for SOX2, a
pluripotency marker expressed in NSC and progenitor cells, the
expression of which decreases during differentiation [6]. DLX2 and
OLIG2 signals in the SVZ showed sharp mutual exclusion
(Figure S2AeC). The only cells expressing both markers also dis-
played high SOX2 levels (Figure S2C), suggesting that the rare co-
expression of OLIG2/DLX2 occurs prior to differentiation. Inversely,
nearly all SVZ DCXþ neuroblasts express low levels of DLX2
(Figure S2D). Thus, DLX2 expression decreases with neuronal dif-
ferentiation enabling DLX2 to be used as a marker of adult SVZ
neuronal precursors.

2.3. In vitro studies

2.3.1. Primary adult NSC neurosphere culture
Five male mice were sacrificed per neurosphere culture. Brains were
removed and lateral SVZ dissected under a binocular dissection mi-
croscope in DMEM-F12-glutamax 1/50 Glc 45% and incubated with
papain for 30 min at 37 �C with pipette dissociation every 10 min to
obtain a single-cell suspension. Cells were collected by centrifugation

density) and OLIG2þ cell numbers in the adult SVZ of euthyroid and hypothyroid mice. n ¼ 12 euthyroid and hypothyroid 2 weeks, n ¼ 7 hypothyroid 3 weeks. (E) Schematic
timeline illustrating the experimental design for neurosphere assay derived from adult mouse SVZ. Dissected cells are grown with proliferating factors (bFGF and EGF) for 7 days to
form neurospheres. After plating, dissociated cells from neurospheres differentiate in multi-well plates for 1 h to 7 days without proliferation factors, in control medium or with T3 (5
and 50 nM). (FeG) Relative proportion of OLIG2þ and DCXþ cells after 24 h and 7 days of differentiation at each T3 dose. Pool of three experiments. p-value: *<0.05, **<0.01,
ns: non-significant. KruskaleWallis followed by ManneWhitney tests.
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Figure 2: Mitochondrial activity and ROS production are higher in cells adopting a neuronal fate and are influenced by thyroid hormones. (AeD) Mitochondrial activity is
higher in cells adopting a neuronal fate and is decreased by hypothyroidism specifically in neuroblasts in vivo. (A) Schematic representation of JC-1 dye mechanism of action.
Excited at a wavelength of 488 nm, JC-1 monomers outside of mitochondria exhibit green fluorescence, whereas JC-1 aggregates inside mitochondria exhibit a red fluorescence
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(1000 rcf, 5 min). After resuspension, cells were cultured in complete
culture medium (DMEM-F12 [Gibco], 40 mg/ml insulin [Sigma], 1/
200 B-27 supplement [Gibco], 1/100 N-2 supplement [Gibco], 0.3%
glucose, 5 nM Hepes, 100 U/ml penicillin/streptomycin) containing
20 ng/ml of EGF and 20 ng/ml of FGF2 (Peprotech), in a 5% CO2
environment at 37 �C for 7 days to obtain primary neurospheres. To
analyze cell differentiation, neurospheres were dissociated into single
cells and 50 000 cells were plated per well on Poly-D-Lysine-coated
glass coverslips in 24-well plates in complete culture medium without
EGF/FGF2 for 7 days maximum.
To test the effect of T3 on cell differentiation, T3 was added to the
differentiation medium (5 nM or 50 nM). Medium was renewed every
two to three days during differentiation. Cells were then fixed with 4%
paraformaldehyde for 10 min RT at different differentiation time points
and used for immunocytochemistry (see below).
To inhibit mitochondrial superoxide production, MitoTEMPO (Sigma)
20 mM was added to culture medium during 7 days of cell differen-
tiation. To measure cellular ROS production, cells were exposed to
Hydroethidin (HEt) (ThermoFisher) 40 mM 0.4% DMSO in culture me-
dium during 30 min before fixation. HEt transformation to ethidium
bromide in presence of superoxide ions has been quantified in cells
nuclei. To inhibit ATP synthase and OXPHOS, oligomycin (Sigma) 1 mM
was added to culture medium during cell differentiation.

2.3.2. Immunostaining in vitro

Cells fixed on glass coverslips were blocked with 10% donkey serum
and 1% BSA in PBS for 30 min at RT. Incubation with primary antibody
was performed in blocking solution overnight at 4 �C or for 2 h at RT.
After three 5 min washes in PBS at RT, cells were incubated with
fluorescent secondary antibodies in 1% donkey serum and 1% BSA in
PBS for 1 h at RT. Cells were washed three times in PBS, incubated
with DAPI for 5 min at RT and mounted on SuperFrost glass slides with
Prolong Gold antifade reagent. Fluorescence images were acquired
using a Leica TCS-SP5 confocal microscope and processed using the
FIJI software [20]. All in vitro quantifications were done on Max In-
tensity Z projection of 4 mm stack images. At least 10 40� images
were quantified per slide per experiment.

2.4. Statistical analysis
Statistical analyses were carried out with R and GraphPad Prism.
Statistical differences were analyzed with appropriate tests, indicated
in figure legends, to compare control and treated groups.

2.5. Antibodies and reagents
A complete list of antibodies and reagents used is presented in sup-
plemental experimental procedures.

3. RESULTS

3.1. Thyroid hormone availability differentially modulates
mitochondrial activity and ROS production in neuronal and glial
lineages
To understand the implication of mitochondrial metabolism in thyroid
hormone (TH) control of NSC fate, we analyzed mitochondrial activity
in vivo and in vitro in neuronal and glial lineages. A first step was to
verify that THs favor neuronal over glial fate decision in a dose and time
dependent manner in vivo and in vitro. This objective required an
unambiguous marker of neuronal precursor, shown in Figure S2 (see
details in Experimental procedures). We quantified cell populations in
mice fed control or hypothyroid diet for two (2w) or three weeks (3w).
Hypothyroidism time-dependently decreased both DLX2þ neuronal
precursor cell (NPC) and DCXþ neuroblast numbers, whilst increasing
OLIG2þ OPCs in the latero-dorsal SVZ (Figure 1AeD). Thus, low TH
availability in vivo favors adult NSCs determination to an oligoden-
drocyte fate, at the expense of DLX2þ NPCs and DCXþ neuroblasts.
To test the consequences of TH excess on NSC fate, we used an in vitro
assay, in which adult SVZ-derived proliferating NSCs and progenitors
form neurospheres in the presence of growth factors. After 7 d,
neurospheres were dissociated and differentiation induced without
growth factors (Figure 1E). We quantified DCXþ and OLIG2þ cells
after 24 h and 7 d in differentiating conditions �T3, (5 or 50 nM). After
24 h, T3 (50 nM) decreased the proportion of OLIG2þ cells (p < 0.05).
This decrease in OLIG2þ cells was highly significant (p < 0.01) at 7 d
differentiation with T3 (50 nM), accompanied by increased proportions
of DCXþ neuroblasts (Figure 1F and G). Thus, in vivo and in vitro T3
availability controls neuronal vs glial fate in the adult SVZ.
To quantify mitochondrial activity in cells committed towards a glial or
a neuronal fate in the SVZ, we used JC-1. This dye enters mitochondria
as a function of their membrane potential. In active mitochondria, the
respiratory chain transfers protons into the inter-membrane space,
increasing membrane potential and favoring JC-1 entry. JC-1 particles
emit a green fluorescence in the cytoplasm, and aggregate to emit a
red fluorescence inside mitochondria (Figure 2A). Following intra-
cerebro-ventricular injection (ICV), we determined JC-1 ratios (red/
green) as a function of cell type using cytoplasmic immuno-staining for
proliferating cells (EGFR), for NPCs and neuroblasts (DCX) and for OPCs
(NG2) (Figure 2B and C). Figure 2C shows a representative example of
JC-1 red/green signals in DCXþ SVZ cells in the niche. To determine
how TH availability affected JC-1 ratios in different cell types, we
compared euthyroid to hypothyroid mice (2 or 3 weeks) (Figure 2D). In
euthyroid mice, quantifying JC-1 ratio showed that mitochondrial ac-
tivity was significantly higher in DCXþ neuroblasts than in EGFRþ
proliferating NSCs and progenitors (p < 0.001) or in NG2þ OPCs

that is proportional to mitochondrial membrane potential. (B) Membrane and cytoplasmic markers were used to quantify red and green JC-1 signals in the SVZ in respectively,
neural stem cells and progenitors (EGFR), neuronal precursor cells and neuroblasts (DCX), oligodendrocyte precursor cells and immature oligodendrocytes (NG2). (C) Representative
image of JC-1 red and green fluorescence after ICV injections of the dye into the lateral ventricle of a euthyroid mice. Coronal sections were treated for immunohistochemistry using
antibodies against DCX (purple). Scale bar: 10 mm (D) JC-1 red on green fluorescence values for EGFRþ, NG2þ and DCXþ cells located in the latero-dorsal part of the SVZ of
euthyroid and hypothyroid (2 or 3 wks) adult mice. EUTHYROID: n ¼ 16, HYPOTHYROID 2 wks: n ¼ 14, HYPOTHYROID 3 wks: n ¼ 9. p-Value: *<0.05, **<0.01, ***<0.001,
****<0.0001. KruskaleWallis test followed by a Dunn’s multiple comparison post-hoc test. (EeI) ROS production is increased by T3 in vitro and is higher in DCXþ cells. (E) HEt
nuclear intensity after 7 d differentiation of adult NSC in different conditions of T3 availability and in the presence or absence of MitoTEMPO (20 mM). Administration of MitoTEMPO
counteracts T3-induced increase in ROS production. (F) HEt nuclear intensity after 24 h of adult NSC differentiation in control medium or with T3 (5 or 50 nM) in DCXþ and OLIG2þ
cells. (G) HEt nuclear intensity after 7 d of adult NSC differentiation in control medium or with addition of T3 (5 or 50 nM) in DCXþ and OLIG2þ cells. (H) Relative proportion of
OLIG2þ and DCXþ cells after 24 h differentiation for each dose of T3, in presence or absence of oligomycin (1 mM). (I) Representative immunocytochemistry on cells differentiated
for 24 h in control conditions (DMSO) or oligomycin (1 mM) (OLIG2: green, and DCX: red). p-Value: *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. ns: non-significant; KruskaleWallis
followed by ManneWhitney tests.
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(p < 0.01) (Figure 2D, left panel). The significantly higher level of JC-1
ratios in DCXþ neuroblasts versus EGFRþ NSC/progenitors or NG2þ
OPCs was lost in hypothyroid mice (3w, Figure 2D right panel), due to a
strong decrease in mitochondrial activity in the DCXþ cells that was
more marked as a function of duration of hypothyroidism. Three weeks
hypothyroidism significantly reduced JC-1 ratios in DCXþ cells
compared to 2 w (p > 0.5) (Figure 2D).
Increased mitochondrial activity drives reactive oxygen species (ROS)
production. We used hydroethyrine (HEt) to measure ROS production
within different cell types derived from adult NSCs in vitro. In the
presence of the superoxide anion (O2

�), the main species of ROS,
HEt, is oxidized to form ethidium bromide (EB), which intercalates
with DNA, staining nuclei red [24]. To confirm that HEt signal relates
to mitochondrial activity, we quantified nuclear HEt in cells differ-
entiated in the presence of MitoTEMPO, a mitochondria specific ROS-
scavenger, �T3 (50 nM). ROS scavenging by MitoTEMPO did not
significantly reduce HEt nuclear intensity in control cells but signif-
icantly abrogated the T3-dependent increase in ROS production
(Figure 2E). Thus, T3-dependent mitochondrial activity increases ROS
production in neurospheres that have been dissociated and allowed
to differentiate. We used HEt to quantify ROS production in OLIG2þ
and DCXþ cells after 24 h and 7 d in vitro differentiation. DCXþ
neuroblasts produced more ROS than OLIG2þ OPC and immature OL
at both differentiation times in control conditions (Figure 2F and G),
confirming results obtained with JC-1 in vivo (Figure 2D). Adding T3
to the differentiation medium increased ROS production in both
lineages, at each time point, but DCXþ cells always displayed
significantly higher ROS production (Figure 2F and G). Additionally,
neuroblasts were more T3 sensitive: DCXþ cells responding signif-
icantly to 5 nM T3 at 24 h whereas OLIG2þ OPCs did not (Figure 2F).
To investigate whether blocking mitochondrial activity affected cell
fate choice, we used oligomycin [25]. Figure 2H and I shows that
oligomycin significantly increased the proportion of OLIG2þ cells at
the expense of DCXþ neuroblasts in all conditions. Thus, 50 nM T3
is not sufficient to counteract the effect of blocking mitochondrial
activity with oligomycin.
Overall, these results show T3 availability to induce mitochondrial
activity and ROS production, steps required for adult NSC determina-
tion to a neuroblast phenotype. In contrast, OLIG2þ cells are less
sensitive to T3, only responding to high concentrations (24 h, 50 nm
T3). Even after 7 d OLIG2þ cells still displayed lower mitochondrial
activity than DCXþ neuroblasts.

3.2. The mitochondrial activity regulator SIRT1 is expressed in a
fate-specific manner
We next analyzed interactions between TH and another regulator of cell
metabolism and mitochondrial biogenesis, the protein-deacetylase
SIRT1. SIRT1 maintains the undifferentiated state of adult NSCs/pro-
genitors and its expression decreases as a function of neuronal and
oligodendrocyte differentiation [26,27]. As SIRT1 is a coactivator of
TRb and Tra [28] it could influence TH effects on metabolic changes
during NSC fate decisions.
SIRT1 was expressed in a large subset of SOX2þ cells in vivo, but
virtually excluded from SOX10þ OPCs (Figure 3A, upper panels). In
contrast, we found a positive correlation between SIRT1 and DLX2 and
SIRT1 expression in most, but not all, SVZ DCXþ neuroblasts
(Figure 3A lower panels). We then tested how TH availability modulated
SIRT1þ cell numbers in the dorsal SVZ. Hypothyroidism (3w) signifi-
cantly decreased SIRT1þ numbers (Figure 3B). To investigate this
further, we carried out in vitro experiments analyzing SIRT1 expression
as a function of lineage. Figure 3C shows that after 1 h, 24 h or 7 d

differentiation, SIRT1 was expressed in most high SOX2-expressing
OLIG2þ OPCs (proliferating OPCs), but was largely excluded from
OLIG2þSOX2� cells maturing toward an oligodendrocyte phenotype.
Notably, DCXþ neuroblasts predominantly expressed SIRT1, while less
than 10% OLIG2þSOX2� cells expressed it (Figure 3D). All DLX2þ
NPCs expressed SIRT1 at 1 h, 24 h and 7 d differentiation with or
without T3 (Figure S3A and B). These results confirm the in vivo ob-
servations of preferential maintenance of SIRT1 in cells undergoing
determination toward a neuronal rather than an oligodendrocyte
phenotype. Interestingly, TH availability did not appear to affect SIRT1
expression within each lineage (Figure 3E).

3.3. T3 preferentially activates the fission-inducing factor DRP1 in
cells acquiring a neuronal fate
We next tested whether T3 availability modulates mitochondrial fission
through DRP1 activation (phosphorylation) during neurogenesis and if
this process occurs in a fate-specific manner during the glycolysis to
OXPHOS metabolic switch. We first analyzed which cell types express
the Ser616 phosphorylated form of DRP1 (pDRP1S616), usually asso-
ciated with fission. pDRP1S616 was mainly found in a sub-population of
SOX2low committed progenitors and in neuronal lineage cells (DLX2þ
and DCXþ), but not in SOX10þ or OLIG2þ OPCs (Figure 4A). Further,
there was an overall decrease in the pDRP1S616 signal in hypothyroid
mice (Figure 4B), revealing a global reduction of pDRPS616 cells,
consistent with decreased neuroblast numbers (Figure 1B and C).
CDK1 mediates Ser616 activating DRP1 phosphorylation [29,30] while
CDK5-mediated Ser616 phosphorylation of DRP1 inhibits mitochon-
drial fission during neuronal maturation [31]. To assess the activating
or inhibiting nature of pDRP1S616 in the adult SVZ cells in vivo, we
analyzed CDK5 and CDK1 expression. While CDK1 was found in DCXþ
neuroblasts, CDK5 was not, confirming the fission-activating nature of
pDRP1S616 in differentiating neuroblasts (Figure S4).
To characterize more precisely phosphorylation-dependent DRP1
activation in each cell lineage, we used in vitro studies to quantify
total DRP1 and pDRP1S616 in differentiating cells. After 24 h,
pDRP1S616 was low in SOX2þ progenitors and increased significantly
as a function of differentiation in both lineages (Figure 4C). Although
significant, the increase was only 20% during differentiation from
SOX2þ/OLIG2-to SOX10þ, and from to OLIG2þ OPCs and immature
OLs. In contrast, during SOX2þ cell determination to DLX2þ NPCs
and DCXþ neuroblasts it was >300% (Figure 4CeE and
Figure S5AeC). Quantifying total DRP1 in different cell types showed
that DRP1 protein levels were opposite to changes in pDRP1S616

signal, underlining that increased DRP1 phosphorylation correlates
with differentiation (Figure 4F and Figure S5DeF). After 7 d differ-
entiation, pDRP1S616 levels were reduced in DCXþ neuroblasts,
showing no difference with those in OLIG2þ cells (Figure 4H). Thus,
DRP1 activation peaks during neuronal determination, and decreases
with maturation.
T3 effects on DRP1

S616 in DCXþ neuronal versus OLIG2þ glial cells at
24 h and 7 d differentiation were assessed next. At 24 h differentiation,
T3 (5 nM) significantly increased pDRP1S616 in DCXþ cells, but not in
OLIG2þ cells (Figure 4G). After 7 d differentiation, the only increase in
pDRP1S616 intensity was seen in the neuronal lineage, again in
response to T3 (5 nM) (Figure 4H). Differences in pDRP1S616 signal
were not accounted for by increased DRP1 expression as there were
no major differences in DRP1 levels in OLIG2þ and DCXþ cells.
Similarly, smaller responses to T3 (5 nM) were limited to neuroblasts
(Figure S5H and I). Overall, these results demonstrate that T3 specif-
ically induces DRP1 phosphorylation at early stages of NSC/progenitor
cell determination toward a neuronal fate.
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4. DISCUSSION

Adult NSC-driven neurogenesis generates both neurons and glial cells
[4], processes that require precise control of NSC fate decisions. THs

commit NSCs to a neuronal phenotype [6]. Here we show that TH
signaling favors neuronal fate in the adult SVZ through induction of
mitochondrial respiration. Studying how TH signaling and mitochon-
drial metabolism affect NSC decisions requires specific markers of

Figure 3: SIRT1 expression is maintained at early stages of neuroblast determination. (A) In vivo co-immuno-stainings performed on wild-type adult mice SVZ. SIRT1 (green)
expression is detected in a sub-population of SOX2þ progenitors and is mainly excluded from SOX10þ OPCs. SIRT1 is positively correlated with DLX2 expression in neuronal
precursor cells (R2 ¼ 0.719, p < 0.0001), and expression is maintained in most DCXþ neuroblasts. (B) Quantification of the number of SIRT1þ cells in the dorsal SVZ of euthyroid
and hypothyroid (2 and 3 wks) adult mice. Four experiments were pooled, n ¼ 12 euthyroid, n ¼ 10 hypothyroid 2 wks, n ¼ 6 hypothyroid 3 wks (C) SIRT1/OLIG2 cell by cell
nuclear relative fluorescence after 1 h, 24 h or 7 d of differentiation in vitro. SOX2 positive cells are represented by blue dots. (D) Proportion of DCXþ and OLIG2þ cells positive for
SIRT1 after 1 h, 24 h and 7 d differentiation in control conditions. (E) Proportion of DCXþ and OLIG2þ cells positive for SIRT1 after 24 h differentiation in control medium or with T3
(5 and 50 nM). p-Value: *<0.05, ****<0.0001. KruskaleWallis followed by ManneWhitney tests.
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Figure 4: Thyroid hormones activate DRP1 phosphorylation in cells adopting a neuronal fate. (AeB) pDRP1S616 is mainly expressed in cells adopting a neuronal fate in vivo
and decreased following a short-term hypothyroidism. (A) Immunohistochemistry stainings performed on wild-type adult mice SVZ using antibodies against pDRP1S616 (green),
DLX2, DCX, SOX2, SOX10, and OLIG2 (red). pDRP1S616 is expressed in SOX2low more committed progenitor cells, DLX2þ neuronal precursor cells (NPC) and DCXþ neuroblasts.
pDRP1 is not detectable in SOX2high early progenitors nor in SOX10þ and OLIG2þ oligodendrocyte precursor cells (OPC). (B) Immunohistochemistry showing pDRP1S616 expression
in dorsal SVZ and quantification of pDRP1S616 signal in dorsal SVZ of euthyroid and hypothyroid (2 and 3 wks) adult mice. n ¼ 12 (EUTHYROID and HYPOTHYROID 2 wks) or n ¼ 7
(HYPOTHYROID 3 wks). Scale bar: 10 mm (CeH) DRP1 Ser616 phosphorylation is higher in the neuronal lineage and T3 activate DRP1 phosphorylation. (C) Quantification of
pDRP1S616 cytoplasmic signal of SOX2þ, SOX10þ, OLIG2þ, DLX2þ, and DCXþ cells after 24 h of NSC differentiation in vitro. Co-immunostainings were done with antibodies
directed against pDRP1S616, OLIG2, and a third marker (SOX2, SOX10, DLX2, DCX). (D) Markers used for specific cell type detection. (E) Representative images of pDRP1S616

immunostainings at 24 h differentiation. Scale bar: 10 mm. (F) Quantification of total DRP1 cytoplasmic signal in SOX2þ, SOX10þ, OLIG2þ, DLX2þ and DCXþ cells after 24 h
differentiation. (GeH) Quantification of the cytoplasmic signal of pDRP1S616 in OLIG2þ and DCXþ cells after 24 h and 7 d differentiation in control conditions or with T3 (5 nM or
50 nM). p-Value: *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. KruskaleWallis followed by ManneWhitney tests.
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early neuroblast determination. We demonstrate that DLX2 expression
is specific to NPCs in the adult mouse SVZ, allowing the use of this
marker to distinguish between NPC and OPC.
NSC rely primarily on glycolytic metabolism, whereas most mature
neural cells use mainly OXPHOS-based energy [7]. Furthermore, ox-
ygen availability impacts NSC differentiation capacity and whether the
NSC becomes a neuron, an astrocyte, or an oligodendrocyte [13,32].
We show first, that the transition toward an OXPHOS-based meta-
bolism occurs in the neurogenic lineage during early cell-fate
commitment and, second, that it is a TH-dependent process.
Further, our results show that this metabolic switch occurs simulta-
neously with activation of mitochondrial fission through phosphoryla-
tion of DRP1, also induced by THs. Lastly, expression of the metabolic
regulator SIRT1 is preferentially maintained in cells differentiating to
neuroblasts. These experiments thus underline the importance of TH-
dependent activation of mitochondrial OXPHOS during adult NSC
determination to a neuronal phenotype. In the glial lineage, there is
also a switch to OXPHOS-based metabolism, but this occurs later in the
differentiation process.
We also show mitochondrial activity and ROS production to be higher in
cells differentiating to a neuronal than to a glial lineage in the adult
brain. This result corroborates the observation that, in contrast to
neurons, mature glial cells maintain high rates of glycolysis, allowing a
better adaptability to metabolic stress [33,34]. Further, the JC-1 data
showed that the decreased numbers of cells differentiating to neuro-
blasts in hypothyroid conditions was accompanied by a diminished
cellular respiration in this cell type, confirming the crucial role of TH
signaling in modulating mitochondrial respiration during cell determi-
nation. Another result showing that mitochondrial activity is essential
for TH-induction of NSC fate determination came from use of oligo-
mycin, an inhibitor of mitochondrial ATP synthase. Applying this drug
overrode TH induction of neuroblast determination. Thus, TH induction
of neuroblast cell fate requires mitochondrial OXPHOS activity.
Differential expression of TR coregulators could be another important
modulator of TH influence on NSC fate choice. The NADþ-dependent
deacetylase SIRT1 can act as a coactivator for TRb and TRa
[28,35]. SIRT1 is known to be involved in regulating several metabolic
pathways, especially mitochondrial function through PGC1a and AMPK
[36e38]. SIRT1 also has an important role in stemness maintenance
by directly regulating SOX2 [39], OCT4 [40] and NANOG [41], three
major transcription factors required for pluripotency and inhibition of
differentiation. As expected, our results show that SIRT1 is largely
expressed in adult NSC-derived SOX2þ progenitors, but also prefer-
entially maintained in early differentiation stages of the neuronal
lineage. In contrast, virtually no SOX10þ/OLIG2þ engaged OPCs still
expressed this deacetylase. Although a decrease in the total number of
SIRT1þ cells was observed in vivo in the SVZ of hypothyroid mice, we
saw no significant change in SIRT1 expression in either OLIG2þ or
DCXþ cells when modifying T3 availability in vitro. The decrease seen
in hypothyroid mice in vivo correlates with the observed decrease in
DLX2þ and DCXþ cells, confirming SIRT1 expression maintenance in
the neuronal lineage. It can be hypothesized that while SIRT1 is
repressed in pluripotency of SOX2þ progenitors when differentiation
starts, its roles as TR coactivator and mitochondrial metabolism
modulator are boosted during early neuronal but not early OL deter-
mination. Which factors induce SIRT1 in the neuronal lineage will be an
interesting question to address in future studies.
Besides SIRT1, TH signaling impacts other modulators of mitochondrial
metabolism, either through TH nuclear receptors or through non-
genomic processes. T3 promotes DRP1 localization on mitochondria
[16], where the protein can induce fission. We showed that T3 induces

DRP1 activation through phosphorylation of its Ser616 residue, an
event that enables DRP1 translocation to the mitochondrial membrane.
Though our results showed a slight decrease in DRP1 expression
during NSC differentiation, we observe a clear increase in the amount
of pDRP1S616, that is much larger in DLX2þ NPCs than in SOX10þ
OPCs. It is worth noting that repression of DRP1 in vitro is known to
lead to a reduction in oxygen consumption [42]. Thus, cell fate-
dependent induction of mitochondrial activity by THs occurs through
changes in mitochondrial dynamics, and particularly modulation of
mitochondrial fission. This result adds to previous published findings
showing that DRP1 is required for reduction of Sox2, Oct4, and Nanog
pluripotency genes during embryonic neurogenesis [43]. Furthermore,
it is consistent with the increased mitochondrial dissemination
observed during neuronal differentiation and maturation [44]. Fission
allows mitochondria to disperse inside the cell, a process likely linked
to axonal and dendritic development.
These results lead to the conclusion that local control of TH signaling
affects mitochondrial activity and cell fate determination. THs could
impact mitochondrial metabolism of differentiating NSCs through
different modes of action. Through nuclear TR, T3 can activate
expression of both PGC1a and TFAM, two factors inducing mitochon-
drial protein expression and biogenesis, processes, which in turn in-
crease mitochondrial dynamics [45e47]. But THs have also been
shown to increase mitochondrial respiration efficiency through non-
nuclear early effects [48,49]. What is more, two truncated variants of
TRa, p28 and p43, are found specifically in mitochondria [50,51]. T3
induces p28 import into mitochondria inner membrane, where the
respiratory chain is located, but the precise function of p28 is not yet
known [52]. However, it is known that p43 activates mitochondrial
protein synthesis and mitochondrial biogenesis in presence of T3 [53e
56]. Thus, these processes could be important for early influence of THs
on mitochondrial metabolism and further accompany nuclear receptor-
mediated T3 effects on mitochondrial biogenesis during NSC
determination.

5. CONCLUSIONS

Our results show that THs favor adult NSC fate choice toward a
neuronal phenotype in the adult sub-ventricular zone (SVZ) through
induction of mitochondrial respiration. Mitochondrial activity and ROS
production are higher in cells differentiating to a neuronal than to a
glial lineage in the adult brain and are influenced by THs. SIRT1 is
preferentially maintained in cells engaged in a neuronal differentia-
tion, but does not appear to be directly impacted by TH availability. We
also show that THs promote DRP1 activating phosphorylation pref-
erentially in cells acquiring a neuronal fate, in line with the idea of an
increase in mitochondrial dynamics and dissemination during cell
determination. Further research on how metabolic controls contribute
to NSC fate decision processes in the adult brain will be critical in the
context of neurodegenerative diseases, both to understand mecha-
nisms underlying disease susceptibility and progression and to
develop strategies to direct neurogenesis to neuronal or glial cell
fates.
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Graphical Abstract



Figure S1: Serum concentrations of THs. (A) Concentration of total T4 in serums of euthyroid

(EU) and hypothyroid adult mice (two and three weeks, HYPO 2w and HYPO 3w) used in this

study, as measured by ELISA test. (B) Concentrations of T4 and T3 in serums of euthyroid (EU)

and hypothyroid adult mice (two and three weeks, HYPO 2w and HYPO 3w) was measured with

RIA tests in similar experiments carried out in our laboratory on the same mouse strain. Each bar

represents the mean +/-SD. p-value:  *<0.05, **<0.01,****<0.0001. Kruskal-Wallis  followed by

Mann-Whitney tests.



Figure S2: DLX2 expression is a marker of adult neuronal precursor cells. (A) SOX2, OLIG2

and DLX2 triple  co-immunostaining in the adult  mouse SVZ. (B) SOX2/DLX2 individual  cell

nuclear  relative  fluorescence.  DLX2  and  SOX2  signals  correlate  (R2=0.2802,  p-val<0.0001),

suggesting that DLX2 expression decreases with differentiation. Cells expressing OLIG2 display

different levels of SOX2 expression (green dots) and rarely expressed DLX2. (C) OLIG2/DLX2

individual cell nuclear relative fluorescence. SOX2- cells are represented by grey dots, SOX2low

cells by light blue dots and other SOX2+ cells by dark blue dots. DLX2 is excluded from SOX2-

cells committed to the glial lineage (as shown by OLIG2 expression). (D) DCX and DLX2 co-

immunostaining in the adult mouse SVZ. DCX cells express small  amounts of DLX2. (E) Cell

marker specificity during NSC differentiation toward neuroblast and oligodendrocyte phenotypes in

the  SVZ.  NPC:  Neuronal  precursor  cell;  OPC:  Oligodendrocyte  precursor  cell;  Oligo.:

Oligodendrocyte. Scale bars: 10µm. LV: Lateral ventricle.



Figure S3: SIRT1 levels decrease during neuroblast differentiation and are maintained during

commitment. (A) Proportion of DLX2+DCX-, DLX2+DCX+ and DLX2-DCX+ cells positive for

SIRT1 after 24h differentiation in control  medium or with T3 (5 or 50 nM). (B) Proportion of

DLX2+DCX-, DLX2+DCX+ and DLX2-DCX+ cells positive for SIRT1 after 7d differentiation in

control medium or with T3 (5 or 50 nM). 



Figure S4: Fission-activating nature of DRP1 phosphorylation in neuroblasts is confirmed by

CDK1  and  CDK5  expression.  (A)  The  inducer  of  a  fission-inhibiting  Ser616  DRP1

phophorylation CDK5 is excluded from DCX+ neuroblasts.  In vivo co-immuno-staining of DCX

and  CDK5  in  the  adult  mouse  SVZ.  (B)  The  inducer  of  the  fission-activating  Ser616  DRP1

phophorylation CDK1 is expressed by DCX+ neuroblasts. In vivo co-immuno-staining of DCX and

CDK1 in the adult mouse SVZ. Scale bars: 10µm. LV: lateral ventricle.



Figure  S5:  Detailed  in  vitro expression  quantifications  of  total  DRP1  and  pDRP1S616 in

different  cell  subtypes. (A-C)  pDRP1S616 signal  at  24h  differentiation.  (A)  Quantification  of

pDRP1S616 in  OLIG2+SOX2-,  OLIG2+SOX2+ and  OLIG2-SOX2+  cells.  (B)  Quantification  of

pDRP1S616 in OLIG2+SOX10- and OLIG2+SOX10+. No OLIG2-SOX10+ cells were found. (C)

Quantification of pDRP1S616 in OLIG2+DLX2-, OLIG2+DLX2+ and OLIG2-DLX2+ cells. (D-G)

Total  DRP1 signal  at  24h differentiation.  (D) Quantification  of  total  DRP1 in  OLIG2+SOX2-,

OLIG2+SOX2+ and OLIG2-SOX2+ cells. (E) Quantification of total DRP1 in OLIG2+SOX10-

and OLIG2+SOX10+. No OLIG2-SOX10+ cells were found. (F) Quantification of total DRP1 in

OLIG2+DLX2-, OLIG2+DLX2+ and OLIG2-DLX2+ cells. (G) Quantification of total DRP1 in

OLIG2+DCX- and OLIG2-DCX+. No OLIG2+DCX+ cells were found. (H-I) Quantification of the



cytoplasmic signal of total DRP1 in OLIG2+ and DCX+ cells after 24h and 7d differentiation in

control conditions or with of T3 (5nM or 50nM).



 2 

Supplemental experimental procedures 2 

Antibodies, chemicals and Reagents 3 

 4 

Protein  Cat no. Company/Source  Species 5 

 6 

CDK1  ab18  Abcam    Mouse 7 

CDK5  sc-173  Santa Cruz   Rabbit 8 

DCX  sc-8066 Santa Cruz   Goat 9 

DCX  AB2253 Millipore   Guinea Pig  10 

DLX2    Gift from K. Yoshikawa lab Guinea Pig 11 

DRP1  ABT155 Milipore   Rabbit 12 

DRP1  611112  BD Biosciences  Mouse  13 

phospho DRP1 (Ser616)  3455  Cell Signaling   Rabbit 14 

EGFR  06-847  Millipore   Rabbit 15 

HIF1A  ab2185  Abcam    Rabbit 16 

NG2  AB5320 Milipore   Rabbit 17 

OLIG2  MABN50 Millipore   Mouse  18 

OLIG2  AB9610 Millipore   Rabbit  19 

PGC1A  sc-13067  biotech Santa Cruz  Rabbit 20 

SIRT1  07-131  Milipore   Rabbit  21 

SOX2  sc-17320 Santa Cruz   Goat 22 

SOX2  AB5603 Millipore   Rabbit  23 

SOX10    Gift from M. Wegner lab Guinea Pig 24 

 25 

Anti-Guinea Pig IgG (H+L) A488A 11073  Invitrogen   Goat 26 

Anti-Guinea Pig IgG (H+L) A594A 11076  Invitrogen   Goat 27 

Anti-Guinea Pig IgG (H+L) A647A 21450  Invitrogen   Goat 28 

Anti-goat IgG (H+L) A488  A11055 Invitrogen   Donkey 29 

Anti-goat IgG (H+L) A594  A11058 Invitrogen   Donkey 30 

Anti-goat IgG (H+L) A647  A-21447 Invitrogen   Donkey 31 

Anti-rabbit IgG (H+L) A488  A21206 Invitrogen   Donkey 32 

Anti-rabbit IgG (H+L) A594  A21207 Invitrogen   Donkey 33 

Anti-rabbit IgG (H+L) A647  A31573 Invitrogen   Donkey 34 

Anti-mouse IgG (H+L) A488  A21202 Invitrogen   Donkey 35 

Anti-mouse IgG (H+L) A594  A21203 Invitrogen   Donkey 36 

Anti-mouse IgG (H+L) A647  A31571 Invitrogen   Donkey 37 

 38 

 39 

Reagent          Cat No.   Company 40 

 41 

DMEM/NUT.MIX F-12 W/GLUT-I 11514436   Thermo Fisher 42 

D-(+)-Glucose solution; Glucose 45% G8769   Sigma-Aldrich 43 

Papaïne 100%  LS003126   Worthington 44 



 3 

DNAse I 1% LS002139   Worthington 45 

L-Cysteine hydrochloride monohydrate 102735   Merck 46 

B27 Supplement (50X), Liquid 10mL 17504044   Thermo Fisher 47 

N-2 Supplement (100X), Liquid, 5 ml 11520536   Thermo Fisher 48 

EGF AF-100-15   Peprotech 49 

FGF 100-18B   Peprotech 50 

HEPES buffer 15630-049   Thermo Fisher 51 

Penicillin/streptomycin 15140-122   Thermo Fisher 52 

Poly-D-lysine hydrobromide  P7280   Sigma-Aldrich53 

  54 

Phosphate buffered saline  P4417   Sigma-Aldrich55 

  56 

Insulin I5500   Sigma-Aldrich57 

  58 

Insulin from bovine pancreas BioReagent,   59 

suitable for cell culture  I6634   Sigma-Aldrich 60 

 61 

 62 

Dimethyl sulfoxide D8418   Sigma-Aldrich63 

  64 

T3 3,3?,5-Triiodo-L-thyronine sodium salt   65 

powder suitable for cell culture T6397   Sigma-Aldrich 66 

T4 L-Thyroxine suitable for cell culture T1775   Sigma-Aldrich67 

  68 

Hydroethidine D1168   Thermo Fisher 69 

 70 

 71 

 72 

 73 

 74 

 75 

 76 

 77 

 78 

 79 

 80 



I.3. Résultats complémentaires

Plusieurs expériences complémentaires à celles présentées dans l'article ont été réalisées. En plus de

l'étude de l'influence de l'hypothyroïdisme présentée dans l'article, j'ai également quantifié in vivo

l'effet d'une hyperthyroïdie sur le choix de destin des CSNs adultes. Des souris de deux mois ont

ainsi été rendues hyperthyroïdiennes par ajout de T4 dans l'eau de boisson durant deux semaines

(voir Matériels et méthodes), et les cellules OLIG2+ et DCX+ ont été quantifiées. En parallèle, j'ai

également souhaité confirmer l'influence des HTs sur la prolifération cellulaire dans la SVZ décrite

en 2005 (Lemkine et al., 2005). Pour cela j'ai quantifié le nombre de cellules en mitose dans la SVZ

des souris eu-, hypo- et hyperthyroïdiennes, grâce à un anticorps dirigé contre la phospho-histone

H3 (PH3). Si le dosage des HTs sériques a bien confirmé l'induction de l'hyperthyroïdie, il semble

que les  cellules  de  la  SVZ en soient  globalement  protégées.  En effet,  peu  de différences  sont

apparues  entre  euthyroïdiens  et  hyperthyroïdiens en termes de prolifération et  de détermination

cellulaire.

Dans le contexte de la caractérisation de la niche neurogénique, j'ai établi le profil d'expression de

plusieurs protéines dans les cellules de la SVZ, parmi lesquelles la transthyrétine (TTR), HIF1α ou

encore PGC1α. Si l'on sait que la TTR est très exprimée par les cellules du plexus choroïde des

ventricules latéraux, et particulièrement important pour le transfert de la T4 dans le liquide céphalo-

rachidien jusqu'aux cellules de la niche (voir  Introduction I.2.2.2.), l'expression de la protéine de

liaison par les cellules de la SVZ n'est pas encore connue. Ainsi, j'ai observé que la TTR est bien

exprimée  par  plusieurs  types  cellulaires  de  la  niche,  et  plus  particulièrement  par  les  cellules

engagées vers un destin neuronal. 

Par  ailleurs,  j'ai  cherché  quels  types  cellulaires  expriment  la  protéine  HIF1α  sous  sa  forme

stabilisée.  HIF1α  étant  un  acteur  clé  de  la  mise  en  place  du  métabolisme  glycolytique  (voir

Introduction III.3.1. et Figure 27), il m'a en effet semblé intéressant de vérifier si il était exprimé et

actif dans les cellules non-engagées de la niche, et de regarder s'il était maintenu dans une des voies

de  détermination.  Si  une  quantification  du signal  nucléaire  obtenu par  immuno-marquage pour

HIF1α et pour SOX2 m'a permis d'identifier une corrélation positive entre les deux protéines  in

vivo, la qualité du marquage obtenu pour HIF1α ne m'a cependant pas permis de conclure sur le

maintien de son expression dans un lignage cellulaire. 

La quantification du signal PGC1α nucléaire dans les différents types cellulaires in vitro m'a fourni

un résultat inattendu. En effet, là où nous pensions observer une augmentation de la protéine active

avec la différenciation, j'ai identifié une forte expression dans les cellules SOX2+ et une diminution

au cours de la différenciation. De légères différences apparaissent entre les lignages, mais là encore
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la  qualité  variable  du  marquage  entre  plusieurs  réplicats  rend  nécessaire  le  renouvellement  de

l'expérience, éventuellement avec un nouvel anticorps. 

J'ai  également mis au point un protocole de tri  cellulaire par FACS afin de quantifier les types

cellulaires  présents  après  différenciation  dans  différentes  conditions  in  vitro.  Après  plusieurs

expériences de mise au point j'ai  obtenu des résultats  préliminaires intéressants sur des cellules

mises en différenciation 24 heures en présence d'oligomycine ou d'une forte concentration en T3.

L'utilisation d'un MitoTracker a  permis d'estimer l'activité  des mitochondries présentes dans les

types  cellulaires  identifiés.  Les  marqueurs  utilisés  pour  l'analyse  FACS  devront  être  mieux

caractérisés et l'expérience renouvelée avant d'utiliser le protocole sur un trieur, qui nous permettrait

d'utiliser des cellules d'un seul lignage pour des analyses et expérimentations complémentaires.

Enfin,  l'utilisation  d'un  anticorps  dirigé  contre  une  protéine  constitutive  des  mitochondries,

TOMM20, a permis de visualiser la conformation des mitochondries en trois dimensions dans les

cellules OLIG2+ et DCX+, cultivées  in vitro. Nous avons ainsi pu quantifier différents paramètres

pour caractériser la population mitochondriale des deux lignages après 24 heures de différenciation

et ce, pour différentes concentrations en HTs. Cependant, un seul des deux réplicats réalisés montre

des changements significatifs en présence de T3.

I.3.1. Dosages des HTs sériques

Le  dosage  des  HTs  présentes  dans  le  sérum  des  animaux  élevés  en  conditions  hypo-  et

hyperthyroïdiennes a été effectué par dosages radio-immunologiques (radioimmunoassays, RIA),

par une collaboratrice de l'Université d'Amsterdam, Anita Boelen. Nous avons ainsi pu obtenir des

mesures de la T3 et de la T4 circulantes totales. Comme déjà indiqué dans l'article (Figure S1), les

taux de T3 et de T4 des animaux hypothyroïdiens (deux ou trois semaines de traitement PTU) sont

significativement inférieurs à ceux des animaux euthyroïdiens (Figures 37A et 37B). Les animaux

ayant  eu une eau de boisson supplémentée en T4 présentent  un taux de T3 plus de quatre  fois

supérieur au groupe contrôle, et un taux de T4 près de sept fois supérieur. Le traitement de deux

semaines a donc bien permis l'induction d'une hyperthyroïdie. 

I.3.2. Influence de l'hyperthyroïdie sur le destin des CSNs

À partir des images acquises au microscope confocal, les neuroblastes DCX+ et les OPCs OLIG2+

ont  été  quantifiés  dans  la  SVZ d'animaux  eu-,  hypo-  et  hyperthyroïdiens.  Comme décrit  dans
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l'article, le signal DCX (cytoplasmique) a été quantifié dans la SVZ dorsale en mesurant la densité

intégrée du signal, et le nombre de cellules OLIG2+ (signal nucléaire) a été quantifié le long de la

SVZ latérale. De façon inattendue, la quantité de cellules DCX+ diminue légèrement dans la SVZ

des animaux hyperthyroïdiens (Figure 38A) ; cependant la variabilité d'un animal à l'autre est très

importante. Là où l'hypothyroïdie entraîne une augmentation du nombre de cellules engagées vers

la  voie  gliale,  aucun  changement  dans  le  nombre  de  cellules  OLIG2+ n'apparaît  entre  la  SVZ

d'animaux euthyroïdiens et hyperthyroïdiens (Figure  38B). Ainsi, il semble qu'une hyperthyroïdie

systémique n'a que peu ou pas d'influence sur le destin des CSNs. À l'inverse d'une déficience en

HTs circulantes qui empêche les cellules de la niche d'avoir accès à un taux d'hormones adéquat

pour  leur  différenciation,  les  cellules  de  la  SVZ  sont  protégées  contre  un  excès  d'HTs.  Des

mécanismes de protection par la modulation de l'expression ou de l'activation des désiodases DIO2

et DIO3 et des transporteurs tels que MCT8 ou OATP1C1 pourraient par exemple entrer en jeu. On

peut de plus supposer que la mise en place de cette protection contre les HTs pourrait être la cause

de la légère diminution du nombre de neuroblastes observée chez les animaux hyperthyroïdiens. Il
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Figure 37: Concentrations en T3 et T4 sériques totales. (A) Taux de T3 présente dans le sérum d'animaux traités avec
un régime contrôle, avec un régime d'induction de l'hypothyroïdisme (PTU) pendant deux (2w) ou trois (3w) semaines,
ou un régime d'induction de l'hyperthyroïdisme (T4) pendant deux semaines. (B) Taux de T4 présente dans le sérum
d'animaux traités avec un régime contrôle, avec un régime d'induction de l'hypothyroïdisme pendant deux (2w) ou trois
(3w) semaines, ou un régime d'induction de l'hyperthyroïdisme pendant deux semaines. Mesures par RIA. Moyennes
+/- SEM. Tests de Kruskal-Wallis suivi de tests de Mann-Whitney. P-value : **<0.01 ; ***<0.001.



serait ainsi intéressant d'étudier ces acteurs de la signalisation thyroïdienne dans les cellules de la

SVZ des animaux hyperthyroïdiens. 

I.3.3. Influence de la disponibilité en HTs sur la prolifération dans la SVZ

adulte

Pour étudier l'effet du statut thyroïdien sur la prolifération cellulaire dans la SVZ, j'ai utilisé un

anticorps dirigé contre PH3 sur des coupes cérébrales d'animaux eu-, hypo- et hyperthyroïdiens. La

phosphorylation des histones H3 est étroitement corrélée à la condensation de la chromatine qui a

lieu durant la mitose (Gurley et al., 1974 ; Sawicka et al., 2012). Des anticorps spécifiques dirigés

contre la forme phosphorylée de l'histone H3 permettent ainsi de distinguer les cellules en mitose

(fort  marquage  nucléaire  homogène),  et  donc  de  déterminer  la  proportion  de  cellules  en

prolifération. La détection de la phosphorylation de l'histone H3 peut donner un marquage ponctué
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Figure 38: Quantifications des cellules DCX+ et OLIG2+ de la SVZ d'animaux eu-, hypo- et hyperthyroïdiens. (A)
Quantification  des  neuroblastes  DCX+ (densité  intégrée)  de  la  SVZ  dorsale  de  souris  eu-  (euthyroid),  hypo-
(hypothyroid 2w et 3w) et hyperthyroïdiennes (hyperthyroid). (B) Quantification du nombre de cellules OLIG2+ présents
le long de la SVZ latérale de souris eu- (euthyroid), hypo- (hypothyroid 2w et 3w) et hyperthyroïdiennes (hyperthyroid).
Pool de quatre réplicats, n=12 « euthyroid » et « hypothyroid 2w », n=7 « hypothyroid 3w », n=10 « hyperthyroid ».
Tests de Kruskal-Wallis suivi de tests de Mann-Whitney. P-value : *<0.05 ; **<0.01 ; ***<0.001.



au niveau de la chromatine, correspondant aux cellules en interphase. Ce marquage étant d'intensité

variable d'une cellule  à  l'autre  et  parfois  difficilement visible in  vivo,  nous  avons choisi  de  ne

quantifier que les cellules PH3+ en mitose. Les résultats montrent une nette tendance à la diminution

du  nombre  de  cellules  mitotiquement  actives  dans  la  SVZ  des  deux  groupes  de  souris

hypothyroïdiennes,  mais  aucune tendance pour les animaux hyperthyroïdiens (Figure  39).  Seuls

deux réplicats  ont  été  effectués,  expliquant  l'absence  de significativité  entre  les  groupes.  Si  de

nouveaux  réplicats  devront  être  réalisés  pour  conclure,  les  premières  tendances  semblent  donc

confirmer les résultats obtenus en 2005 sur des animaux hypothyroïdiens (Lemkine et al., 2005). La

protection de la niche contre un excès d'HTs pourrait également permettre de limiter l'augmentation

de la prolifération en cas d'hyperthyroïdisme. 
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Figure 39: Quantification des cellules PH3+ dans la SVZ d'animaux eu-, hypo- et hyperthyroïdiens. Quantification
du nombre de cellules PH3+ en mitose présents le long de la SVZ latérale de souris eu- (euthyroid), hypo- (hypothyroid
2w et 3w) et hyperthyroïdiennes (hyperthyroid). Pool de deux réplicats, n=6 « euthyroid » et « hypothyroid 2w », n=4
« hypothyroid 3w », n=7 « hyperthyroid ». 



I.3.4. La transthyrétine est présente dans les cellules engagées vers la voie

neuronale

La TTR est connue pour être un transporteur des HTs dans la circulation sanguine et dans le liquide

céphalo-rachidien  (voir  Introduction  I.2.1).  On  sait  qu'elle  est  particulièrement  importante  pour

garantir une bonne disponibilité en HTs aux cellules de la SVZ (Schreiber et al., 1990 ; Southwell

et al., 1993), mais les les types cellulaires sur lesquels elle agit ainsi que les mécanismes exacts

impliqués ne sont pas connus. Afin d'étudier le rôle de la TTR dans la neurogenèse au sein de la

SVZ adulte, j'ai analysé son profil d’expression par immunohistochimie dans les cellules de la SVZ

d'animaux euthyroïdiens. J'ai ainsi pu observer un signal montrant la présence cytoplasmique de la

TTR dans de nombreuses cellules de la SVZ. Grâce à des co-marquages, j'ai identifié la présence de

la TTR dans les neuroblastes DCX+ et dans une partie des NPCs DLX2+ et des CSNs et progéniteurs

SOX2+ (Figure  40). En revanche, la TTR n'est pas visible dans les astrocytes GFAP+ ni dans les

OPCs SOX10+. Ainsi, nos résultats montrent que, dans la SVZ adulte, la TTR est présente dans les

cellules engagées vers un destin neuronal,  mais pas dans les cellules indéterminées ni  dans les

cellules engagées dans la voie gliale. 

I.3.5. Expression de HIF1α dans les cellules SOX2+ de la SVZ adulte

Pour vérifier l'expression de l'initiateur du métabolisme glycolytique  HIF1α dans les CSNs et les

progéniteurs de la niche, j'ai réalisé un co-marquage à l'aide d'anticorps dirigés contre HIF1α et

SOX2.  Lorsqu’il  n'est  pas  dégradé,  HIF1α  s'associe  avec HIF1β  pour  former  un  facteur  de

transcription activant de nombreux gènes impliqués dans l'activation de la glycolyse et la répression

de la phosphorylation oxydative (voir Introduction III.3.1. et Figure 27). La forme active de HIF1α

est alors localisée au niveau nucléaire. J'ai ainsi ainsi pu mesurer l'intensité au sein d'une cellule du

marquage  nucléaire  fourni  par  les  deux  anticorps  in  vivo  dans  la  SVZ.  J'ai  ainsi  établi  une

corrélation positive entre l'expression de SOX2 et celle de HIF1α (Figures 41A et 41B). Comme on

peut le voir sur la figure 41A, le signal spécifique de HIF1α est cependant largement présent dans le

cytoplasme des cellules de la niche. Cela pourrait correspondre à une présence cytoplasmique de la

protéine, en amont ou durant la dégradation de celle-ci. Mais cela pourrait aussi être le témoin d'un

marquage  non  spécifique.  En  effet,  l'utilisation  de  ce  même  anticorps  sur  des  cellules  en

différenciation en conditions hypoxiques  in vitro (5% O2, conditions pour lesquelles on s'attend à

une forte expression de HIF1α) ne nous a pas permis d'observer de différences significatives de

marquage nucléaire en comparaison d'une différenciation en normoxie (20% O2).  Il  serait  donc
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Figure 40: Présence de la transthyrétine dans les cellules de la SVZ. Images confocales de co-immunohistochimies
réalisées avec un anticorps dirigé contre la TTR (lapin), en association avec un anticorps dirigé contre le marqueur de
CSNs GFAP (poulet),  le  marqueur  de  CSNs et  progéniteurs  SOX2 (cochon  d'Inde),  le  marqueur  d'OPCs SOX10
(cochon d'Inde), le marqueur de NPCs DLX2 (cochon d'Inde) et le marqueur de neuroblastes DCX (chèvre) sur des
coupes coronales d'animaux contrôle au niveau de la SVZ. Barre d'échelle : 10µm.



important de tester d'autres anticorps dirigés contre HIF1α, in vivo et in vitro, afin de pouvoir aller

plus loin dans l'analyse de ce marqueur dans les cellules de la niche. 

I.3.6. Expression de PGC1α dans les cellules issues de la différenciation de CSNs

de la SVZ adulte in vitro

Afin d'estimer le taux d'activation de la mitogenèse dans les différents types cellulaires de la SVZ,

j'ai cherché à quantifier l'activité du cofacteur de transcription PGC1α, principal initiateur de la

biogenèse mitochondriale (voir  Introduction III.4.1). PGC1α agissant au niveau transcriptionnel,

l'utilisation d'un anticorps spécifique de cette protéine permet d'estimer son activité en quantifiant le

signal obtenu au niveau nucléaire. L'anticorps que nous possédons ne nous a pas permis d'obtenir un

signal satisfaisant  in vivo. Des tests d'immuno-marquages  in vitro nous sont en revanche apparus

suffisamment  concluants  pour  l'utiliser  en combinaison avec d'autres  marqueurs  cellulaires.  J'ai

ainsi pu quantifier  le signal nucléaire spécifique de PGC1α dans les différents types cellulaires

présents une heure et 24 heures après mise en différenciation de cellules issues de neurosphères

dissociées. Alors que nous nous attendions plutôt à observer une augmentation de l'expression, et

donc de l'activité de PGC1α au cours de la différenciation, les quantifications effectuées sur des

doubles  ou triples  marquages  ont  révélé une forte  expression nucléaire  de la  protéine  dans  les

cellules SOX2+, ainsi que dans les OPCs SOX10+ et les NPCs DLX2+, à 1h et 24h de différenciation

(Figures  42A -  42C). À une heure de différenciation, la moyenne de l'intensité mesurée dans les

NPCs DLX2+SOX2+ est significativement plus élevée que dans les CSNs et progéniteurs DLX2-
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Figure 41: L'expression nucléaire de SOX2 et HIF1α est corrélée dans la SVZ. (A) Image confocale représentative
d'un co-marquage réalisé avec un anticorps dirigé contre HIF1α (lapin), en association avec un anticorps dirigé contre
SOX2 (chèvre) dans la SVZ d'une souris contrôle. (B) Corrélation positive entre l'intensité nucléaire moyenne de SOX2
et HIF1α.



SOX2+,  alors  qu'aucune  différence  n'est  observée  entre  les  CSNs  et  les  OPCs  OLIG2+SOX2+

(Figure  42A).  Les  cellules  OLIG2+SOX2-,  plus  engagées  dans  la  voie  oligodendrocytaire,

présentent en revanche une expression significativement plus faible (Figure  42A). Ce résultat se

confirme après 24 heures, où le signal correspondant à PGC1α apparaît plus faible dans les cellules

OLIG2+ que dans les OPCs SOX10+, eux-mêmes exprimant moins la protéine que les NPCs DLX2+
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Figure  42: Expression nucléaire de PGC1α dans les cellules issues de la différenciation de CSNs  in vitro.  (A)
Quantification de l'intensité du signal nucléaire de PGC1α dans les cellules SOX2±OLIG2± et les cellules SOX2±DLX2±

après  une  heure  de  différenciation  (triples  marquages  PGC1α/SOX2/OLIG2  et  PGC1α/SOX2/DLX2).  (B)
Quantification de l'intensité du signal nucléaire de PGC1α dans les cellules OLIG2+, SOX2+SOX10+, SOX2+DLX2+ et
DCX+  après  24  heures  de  différenciation  (triples  marquages  PGC1α/SOX2/SOX10,  PGC1α/SOX2/DLX2  et
PGC1α/OLIG2/DCX).  (C)  Images  représentatives  des  différents  co-marquages  avec  PGC1α  après  24  heures  de
différenciation. Barre d'échelle : 10 µm. Tests de Kruskal-Wallis suivi de tests de Mann-Whitney. P-value : *<0.05 ;
**<0.01 ; ***<0.001 ; ****<0.0001. ns : non-significatif.



(Figure 42B). Les neuroblastes DCX+ présentent en revanche un signal pour PGC1α presque aussi

faible que celui des cellules OLIG2+ (Figure  42B).  Il semblerait donc que PGC1α soit déjà actif

avant la détermination des progéniteurs, qu'il voit sont activité légèrement augmenter dans les NPCs

mais pas dans les OPCs, puis que celle-ci diminue au fur et à mesure de la différenciation. 

La T3 étant un activateur direct de l'expression PGC1α (voir  Introduction III.4.1.1), j'ai également

testé l'impact d'une augmentation de la disponibilité en HTs sur le signal mesuré pour PGC1α dans

les deux lignages. Alors que les quantifications d'un premier réplicat ont montré une augmentation

du signal nucléaire de PGC1α après 7 jours de différenciation en présence de T3 5nM et 50nM,

particulièrement  dans  les  cellules  DCX+,  aucune  différence  n'est  cependant  apparue  lors  de  la

quantification  des  deux  réplicats  suivants  (données  non  présentées).  Cette  impossibilité  de

renouveler ce résultat d'activation T3-dépendante de PGC1α, ainsi que la présence dans nos images

d'un signal important au niveau du cytoplasme alors que PGC1α devrait principalement être détecté

au niveau nucléaire, remet en cause la spécificité de l'anticorps utilisé. Ainsi, il serait nécessaire de

tester un autre anticorps ou d'analyser l'expression de gènes cibles de PGC1α dans les différents

types cellulaires pour confirmer nos premiers résultats. 

I.3.7. Rôle de DRP1 dans le choix du destin cellulaire in vitro

Comme nous l'avons vu dans l'article, l'activation de DRP1 est spécifique aux cellules s'engageant

vers la voie de différenciation neuronale. Afin de confirmer l'importance de DRP1 dans le choix de

destin cellulaire, des co-transfections du plasmide rapporteur CMV-H1-GFP et de plasmides codant

des  shARN dirigés  contre  DRP1 ont  été  effectuées  sur  des  cellules  issues  de  neurosphères  au

moment de la mise en différenciation. Après 48 heures de différenciation, des immuno-marquages

ciblant les cellules OLIG2+ (OPCs et oligodendrocytes immatures) et DCX+ (neuroblastes) ont été

réalisés, mais seules les cellules OLIG2+ sont apparues transfectées en quantité suffisante pour être

quantifiées. La proportion de cellules transfectées engagées dans le lignage glial a ainsi pu être

quantifiée  afin  d'observer  l'effet  de  la  baisse  de  l'expression  de  DRP1  sur  le  choix  de  destin

cellulaire et ce, dans différentes conditions de disponibilité en T3. Bien que la variabilité importante

sur  les  trois  réplicats  réalisés  n'ait  pas  permis  d'observer  de  différences  significatives  entre  les

groupes, on peut constater une nette tendance à une proportion plus importante de cellules OLIG2+

parmi les cellules transfectées avec le shDRP1, quelles que soient les conditions de disponibilité en

T3 (Figure 43). Si ce résultat se confirmait, cela montrerait que la baisse de l'expression de DRP1 est

favorable au choix de destin oligodendrocytaire,  confirmant les résultats  présentés dans l'article

selon lesquels  une augmentation de l'activation  de DRP1 est  nécessaire  à  la  détermination des
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progéniteurs en NPCs, mais pas à la détermination en OPCs (Figure 4 de l'article). De nouveaux

réplicats sont cependant nécessaires pour conclure. 

I.3.8. Influence de l'activité mitochondriale et de la disponibilité en T3 sur le

destin des CSNs adultes in vitro : analyse par FACS

Un protocole d'analyse par FACS a été mis au point dans le but de pouvoir isoler les cellules de

chaque lignage, après différentes conditions de différenciation in vitro. L'objectif final de cette mise

au point est de pouvoir réaliser des expériences sur les différents types cellulaires co-existants au

sein de la niche (remise en culture, qPCR, western-blot). Le protocole que j'ai mis en place a permis

l'analyse de cellules issues de neurosphères dérivées de CSNs de souris Pdgfrα-eGFP adultes, mises

en différenciation pendant 24 heures en condition contrôle, en présence de T3 (50nM), en présence

d'oligomycine (inhibiteur de l'ATP synthase, 0.5 µM), ou en présence de T3 et d'oligomycine. Les

cellules  engagées  dans  le  lignage  oligodendrocytaire  (OPCs)  ont  pu  être  détectées  grâce  à

l'expression de la GFP couplée à PDGFRα, et les cellules du lignage neuronal grâce à l'utilisation

d'un anticorps dirigé contre CD24 et couplé au fluorochrome BV421. Un MitoTracker a été utilisé
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Figure  43: Proportion de cellules OLIG2+ parmi les cellules transfectées avec un plasmide codant un shARN
contrôle (shCTRL) ou dirigé contre DRP1 (shDRP1), dans différentes conditions de disponibilité en T 3. Cellules
issues  de CSNs de neurosphères  de SVZ adulte,  co-transfectées avec un plasmide rapporteur CMV-H1-GFP et  un
plasmide  CMV-H1-shDRP1  ou  shCTRL lors  de  la  mise  en  différenciation,  puis  fixées  après  48h.  Pool  de  trois
expériences, normalisées par le shCTRL en conditions contrôle. Moyennes +/-SEM.
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Figure 44: Analyse de l'influence de l'activité mitochondriale et de la présence de T3 sur la détermination des
CSNs adultes par cytométrie en flux.  (A) Diagramme FACS du marqueur de viabilité et de la structure (SSC) en
conditions contrôle. Les cellules mortes au moment du marquage émettent une fluorescence NIR plus forte pour une
même mesure de structure. (B) Diagramme taille (FSC) / structure (SSC) des cellules cultivées en conditions contrôle.
Environ 30.7 % des événements analysés ont un rapport taille/structure correspondant à des cellules vivantes (sélection
« cells »). (C) Marqueur de viabilité après sélection des cellules sur le diagramme taille/structure. Environ à 92.5 % des
événements de la sélection « cells » correspondent à des cellules vivantes (sélection « alive »). (D-G) Diagrammes de
fluorescence de PDGFRα-eGFP (FITC) et CD24-BV421 (Pacific Blue-A) obtenus à partir des sélections « alive » sur
cellules différenciées en conditions contrôle (D), en présence d'oligomycine 0.5µM (E), en présence de T3 50nM (F) ou
en présence d'oligomycine et de T3 (G). (H-K) Histogrammes de fluorescence du MitoTracker (APC-A) des sélections
Q1  (CD24-BV421+PDGFRα-eGFP-)  et  Q3  (CD24-BV421-PDGFRα-eGFP+)  pour  les  cellules  différenciées  en
conditions  contrôle  (H),  en  présence  d'oligomycine  0.5µM  (I),  en  présence  de  T3 50nM  (J)  ou  en  présence
d'oligomycine et de T3 (K). La limite des zones APC-A- et APC-A+ ont été fixées de façon arbitraire pour mesurer la
différence  de  fluorescence  du  MitoTracker  entre  les  différentes  conditions.  Les  pourcentages  indiqués  en  rouge
correspondent à Q1 et les pourcentages indiqués en vert correspondent à Q3. Un réplicat d'analyse FACS est présenté
sur deux réalisés avec le même protocole et présentant des résultats similaires.



pour  évaluer  l'activité  mitochondriale  des  différents  types  de  cellules.  Enfin,  un  marqueur  de

viabilité a permis d'exclure les cellules mortes de l'analyse. 

Après  exclusion  des  événements  correspondant  à  des  débris  cellulaires  selon  leur  rapport

taille/structure  (FSC/SSC),  seules  les  cellules  vivantes  au  moment  de  la  fixation  ont  été

sélectionnées pour la suite de l'analyse, sur la base du marqueur de viabilité NIR (Figures  44A à

8C). En conditions contrôle, environ 73 % des cellules analysées apparaissent comme étant CD24-

BV421+PDGFRα-eGFP-  (lignage neuronal,  Figure  44D : Q1), et 2.28 % CD24-BV421-PDGFRα-

eGFP+  (OPCs,  Figure  44D : Q3).  En  présence  d'oligomycine,  on  observe  un  doublement  du

pourcentage de cellules CD24-BV421-PDGFRα-eGFP+ (OPCs), puisque 4.51 % sont situées dans la

zone Q3 (Figure  44E).  On n'observe en revanche pas de différence dans le nombre de cellules

CD24-BV421+PDGFRα-eGFP-  (lignage  neuronal,  Figure  44E :  Q1).  La  proportion  de  cellules

négatives pour les deux marqueurs augmente en revanche, passant de 8.76 % à 20.4 % (Figures 44D

et  44E : Q4), et, de façon surprenante, les cellules positives pour les deux marqueurs diminuent

drastiquement de 16 % à 2 % en oligomycine (Figures 44D et 44E : Q2). Le nombre de cellules se

déterminant  vers  la  voie  gliale  augmente  ainsi  en  conditions  d'inhibition  de  la  respiration

mitochondriale, confirmant les résultats présentés dans l'article (Figure 2H et 2I de l'article). En

revanche,  la  diminution  observée  in  vitro du  nombre  de  neurobalstes  DCX+ dès  24h  de

différenciation en présence d'oligomycine (Figures 2H et 2I de l'article) n'est pas confirmée avec le

marqueur CD24. Cela peut s'expliquer du fait de la différence entre les deux marqueurs, CD24 étant

exprimé de façon plus large au cours de la différenciation neuronale. L'ajout de T3 dans le milieu de

différenciation ne change pas la proportion des cellules présentes dans les différents cadrants (Q1 à

Q4),  avec  ou  sans  oligomycine  (Figures  44F  et  44G).  Le  phénotype  observé  en  présence

d'oligomycine pourrait cependant être accentué (Figure 44G). 

L'observation du signal MitoTracker dans les cellules CD24-BV421+PDGFRα-eGFP- (Q1) et CD24-

BV421-PDGFRα-eGFP+ (Q3)  en  conditions  contrôle  fait  nettement  apparaître  une  respiration

mitochondriale  moins  élevée  dans  les  cellules  de  la  lignée gliale (Figure 44H).  Ce résultat  est

encore une fois cohérent avec les résultats  in vivo (JC-1) et  in vitro (HEt) présentés dans l'article

(Figures 2D, 2F et 2G de l'article). En présence d'oligomycine, le signal MitoTracker diminue pour

les cellules Q3 mais pas pour les cellules Q1 (Figure 44I). De façon plus surprenante, la respiration

mitochondriale apparaît également diminuée dans les cellules Q3 en présence de T3 (Figure 44J), et

plus encore en présence de T3 et oligomycine (Figure 44K). Une hypothèse peut être avancée pour

expliquer ce résultat. En présence d'oligomycine, les OPCs PDGFRα+ supportent l'inhibition de la

respiration,  et  sont  ainsi  proportionnellement  plus  nombreux malgré une plus  faible  respiration

mitochondriale,  visible  au  signal  MitoTracker. En  présence  de  T3 en  revanche,  la  baisse  de  la
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Figure  45:  Quantification  du  volume  mitochondrial  dans  les  cellules  OLIG2+ et  DCX+ après  24h  de
différenciation  in  vitro.  (A)  Image  3D  représentative  d'une  cellule  DCX+ après  24  heures  de  différenciation  en
conditions contrôle. Le noyau est représenté en cyan (signal DAPI), le cytoplasme en magenta (signal pour DCX) et les
mitochondries en vert (signal pour TOM20, texturé). (B) Image 3D représentative d'une cellule OLIG2 + après 24 heures
de différenciation en conditions contrôle. Le signal DAPI est représenté en cyan, le signal OLIG2 nucléaire en rouge et
les mitochondries en vert (signal pour TOM20, texturé). (C-F) Volume mitochondrial total par cellule DCX+ ou OLIG2+

après 24h de différenciation dans différentes conditions de disponibilité en T3, réplicats 1(C, D) et 2 (E, F). n=10
cellules par condition, sauf DCX réplicat 1 : contrôle : n=6 ; T3 5nM : n=8 ; T3 50nM : n=4. (G-H) Pool des deux
réplicats pour les cellules DCX+ (G) et OLIG2+ (H). Normalisation par la moyenne des valeurs contrôles de chaque
réplicat. Tests de Kruskal-Wallis suivis de Mann-Whitney. P-values : *<0.05 ; **<0.01 ; ***<0.001.



respiration mitochondriale observée pourrait être due au fait que les cellules s'engageant vers la voie

gliale auraient nécessité la mise en place de mécanismes de protection contre les HTs plus efficaces

qu'en conditions contrôle, pouvant entraîner par ricochet une baisse de l'activité mitochondriale. On

sait en effet que la détermination en OPC nécessite une faible signalisation thyroïdienne (Remaud

et al., 2017 ; Gothié et al., 2017a). L'absence de changement du signal MitoTracker des cellules

CD24+ pourrait quant à lui être dû au marquage plus étendu de CD24 dans le lignage neuronal,

écrasant les différences pouvant exister entre sous-types de cellules CD24+. Mais on pourrait aussi

supposer que, les cellules s’engageant dans cette voie nécessitant une activité mitochondriale plus

importante, les cellules qui n'arriveraient pas à maintenir une certaine respiration ne pourraient pas

s'engager (et pourraient donc ne pas être CD24+), ou mourraient et ne feraient donc pas partie des

cellules  analysées :  le  signal  MitoTracker  des  cellules  détectées  comme  étant  CD24+ resterait

inchangée car une respiration plus faible ne permettrait pas aux cellules d'être CD24+.    

I.3.9. Visualisation de la morphologie mitochondriale dans les cellules OLIG2+ et

DCX+ après 24 heures de différenciation dans différentes conditions de disponibilité

en T3

Afin de pouvoir analyser les différences de morphologie mitochondriale existant entre les deux

lignages  cellulaires,  des  immuno-marquages  dirigés  contre  TOM20,  protéine  constitutive  de  la

membrane mitochondriale, ont été réalisés en combinaison avec des anticorps dirigés contre DCX

ou OLIG2 sur  des cellules  mises  en différenciation 24h  in  vitro dans  différentes  conditions  de

disponibilité  en  T3.  Des  reconstitutions  tridimensionnelles  ont  permis  une  visualisation  et  une

quantification précise du signal mitochondrial au sein des différents types cellulaires (Figures 45A

et 45B). Les cellules de deux réplicats ont été analysées. Le volume mitochondrial total des cellules

DCX+ est significativement plus élevé en conditions T3 5nM et T3 50nM qu'en conditions contrôle

dans le second réplicat (Figure 45D), mais aucune différence significative n'apparaît dans le réplicat

1 (Figure 45C). Ceci est probablement dû au plus faible nombre de cellules ayant pu être imagées et

analysées dans le réplicat 1 (contrôle : n=6 ; T3  5nM : n=8 ; T3 50nM : n=4) en comparaison au

réplicat  2 (n=10 par  condition).  La mise en commun des deux réplicats  confirme cependant  la

significativité  de  l'augmentation  du  volume mitochondrial  dans  les  cellules  DCX+ cultivées  en

présence de T3 50nM (Figure  45E). Aucune différence significative n'apparaît en revanche sur la

mesure  du  volume  mitochondrial  des  cellules  OLIG2+ dans  les  différentes  conditions  de

disponibilité  en T3 (Figures  45F à  45H).  Ces  résultats  doivent  être  confirmés par  de nouveaux

réplicats,  mais  semblent  montrer  que  la  présence  de  T3 entraîne  une augmentation  du  volume
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mitochondrial total dans les cellules DCX+ dès 24 heures d'exposition. Des mesures de la surface

mitochondriale et  du nombre de mitochondries distinctes les  unes des autres ont également été

effectuées,  sans  présenter  de  différences  significatives.  Il  serait  intéressant  d'effectuer  des

quantifications  après  un  temps  plus  long  de  différenciation  dans  les  deux  types  cellulaires,  et

également dans des cellules non déterminées. 
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I.4. Discussion 

Nos résultats  montrent  que l'induction  d'un hypothyroïdisme chez la  souris  adulte  entraîne une

diminution  de la  détermination  des  CSNs  vers  la  voie  neuronale,  et  une  augmentation  de  la

détermination vers la voie gliale dans la SVZ in vivo (Figure 38 et Figures 1A à 1D de l'article). En

accord avec ces résultats, une augmentation de la concentration en HTs lors de la différenciation

cellulaire in  vitro  favorise  la  détermination  neuronale  (Figures  1F  et  1G  de  l'article).  Ces

observations font écho aux résultats que nous avons récemment publié dans eLife (Remaud et al.,

2017) (voir Annexe I). En effet, nous avons montré qu'un hypothyroïdisme transitoire augmente la

génération  des  OPCs  au  sein  de  la  SVZ,  et  que  ces  derniers  sont  capables  de  réparer

fonctionnellement  une  lésion  de  démyélinisation  dans  le  corps  calleux (modèle  cuprizone).  En

revanche, un hyperthyroïdisme transitoire in vivo ne provoque pas d'augmentation de la production

de neuroblastes ni de diminution du nombre d'OPCs (Figure 38). La prolifération cellulaire présente

de plus une forte tendance à la diminution dans la niche en cas d'apport insuffisant en HTs (Figure

39), confirmant le blocage des progéniteurs prolifératifs en phase S du cycle cellulaire chez les

animaux hypothyroïdiens  (Lemkine et al., 2005). Mais la prolifération est,  elle aussi,  inchangée

chez les souris hyperthyroïdiennes. La neurogenèse sous-ventriculaire semble ainsi être protégée

des effets liés à un excès d'HTs circulantes. Plusieurs modulateurs de la signalisation thyroïdienne

pourraient voir  leur expression modulée pour permettre cette protection,  tels que les désiodases

DIO2 et DIO3, les récepteurs aux HTs, les transporteurs MCT8 ou OATP1C1, ou même la protéine

de liaison TTR. Ainsi il pourrait être intéressant d'étudier de façon plus large les modulations de la

signalisation thyroïdienne dans la SVZ adulte en cas d'hyperthyroïdie.

Nous avons montré  pour  la  première fois  la  présence de la  TTR de façon spécifique dans  les

cellules du lignage neuronal (NPCs DLX2+ et neuroblastes DCX+) dans la SVZ adulte (Figure 40).

On sait que la TTR possède des récepteurs membranaires lui permettant d'être internalisée (Divino

et  Schussler,  1990 ;  Kuchler-Bopp  et  al.,  2000 ;  Landers et  al.,  2013). La  TTR  est  donc  soit

directement exprimée, soit internalisée par les cellules s'engageant vers un destin neuronal. Dans le

cas d'une expression intrinsèque, on pourrait interpréter la présence de la TTR comme un moyen de

« stockage » des HTs dans le cytoplasme de la cellule, les rendant disponibles en cas de baisse de

l'apport  extérieur.  Il  serait  intéressant  d'étudier  si  les  cellules  à  destinée  neuronale  de  la  SVZ

expriment  un  récepteur  à  leur  surface  permettant  l'internalisation  de  la  TTR,  ce  qui  pourrait

constituer  une  voie  jusque  là  inconnue  d'entrée  d'HTs  dans  ce  type  cellulaire.  Des  immuno-

marquages  sur  des  coupes  cérébrales  d'animaux  hypo-  et  hyperthyroïdiens  pourraient  nous
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permettre de voir si l'expression/l'internalisation de la TTR peut constituer un moyen de moduler le

taux d'HTs intracellulaire en fonction des conditions physiologiques. 

Comme détaillé  dans l'article,  la  détermination neuronale des cellules de la  SVZ nécessite  une

augmentation de la respiration mitochondriale, alors que la détermination en OPC est maintenue

même en cas d'inhibition de la chaîne respiratoire (Figure 2 de l'article). Nous avons confirmé ce

résultat par des expériences de cytométrie en flux, où le signal MitoTracker, révélateur de l'activité

mitochondriale, apparaît systématiquement plus faible dans les  OPCs  PDGFRα+  (Figure  44). Nos

expériences  de  FACS  ont  également  permis  de  confirmer  qu'une  inhibition  de  la  respiration

mitochondriale favorise la détermination en OPC (Figure 44). Par ailleurs, la limitation de l'apport

en HTs entraîne une diminution de l'activité mitochondriale dans les neuroblastes chez les animaux

hypothyroïdiens (Figure 2D de l'article). En accord avec ce résultat,  nous avons observé qu'une

concentration  élevée  en  T3 durant  la  différenciation  in  vitro  provoque  une  augmentation  plus

marquée de la production de ROS dans les neuroblastes que dans les OPCs, signe d'une plus forte

activité  mitochondriale  (Figures  2E  à  2G de  l'article).  L'utilisation  du  marqueur  mitochondrial

TOM20 nous a permis d'obtenir un résultat préliminaire semblant confirmer cet impact de la T3 sur

les mitochondries. En effet, le volume mitochondrial des neuroblastes apparaît plus important après

24 heures de différenciation en présence de T3 (50nM) qu'en conditions contrôle, alors qu'aucune

différence n'est visible dans les OPCs cultivés dans différentes conditions de disponibilité en T3

(Figure  45). De nouveaux réplicats sont nécessaires pour confirmer ce résultat, et il pourrait être

intéressant  d'effectuer  les  mêmes analyses  sur  les  progéniteurs  SOX2+ et  à  différents  temps de

différenciation des cellules OLIG2+ et DCX+. 

In vitro, nous avons observé une diminution drastique du nombre de neuroblastes DCX+ dès 24

heures de différenciation en présence d'oligomycine (Figures 2H et 2I de l'article). Mais les résultats

des expériences de FACS n'ont pas permis de déceler une diminution du nombre de cellules CD24+

après 24 heures de différenciation en présence d'oligomycine (Figure44E), ce qui peut s'expliquer

du fait de la différence du patron d'expression entre DCX et CD24, CD24 étant exprimé de façon

plus large que DCX au cours de la différenciation neuronale (Calaora et al., 1996 ; Pruszak et al.,

2009). Certaines expériences de cytométrie ont même révélé l’existence de populations cellulaires à

la  fois  positives  pour  CD24  et  pour  A2B5,  un  marqueur  généralement  utilisé  pour  isoler  les

précurseurs gliaux, parmi des cellules du cerveau fœtal antérieur chez la souris (Panchision et al.,

2007), ou encore pour CD24 et GFAP dans des cellules issues de glioblastome humain (Turac et al.,

2013).  Par ailleurs,  l'ajout de T3 dans le  milieu de différenciation n'a  pas permis d'observer de

changement dans la proportion des cellules CD24+ et PDGFRα+ (Figures 44F et 44G). Ce résultat,
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en apparente contradiction avec les résultats obtenus  in vivo et  in vitro concernant l'influence des

HTs sur la détermination cellulaire (Figure 38 et Figure 1 de l'article), pourrait en partie être dû au

temps de différenciation de 24 heures étudié en cytométrie, temps d'exposition à la T3 pour lequel la

différence de choix de lignage n'est pas toujours significative in vitro (voir Figures 1F et 2H de

l'article). Cependant la différence des marqueurs utilisés pour les deux lignages (DCX vs CD24 et

OLIG2 vs PDGFRα) est sans doute également en cause, du fait de la moins bonne spécificité de

CD24 que nous venons d'évoquer, mais également de celle de PDGFRα : l'expression de PDGFRα

dans la SVZ adulte reste encore mal caractérisée  (Funa  et al., 2013;  Jackson  et al., 2006), et il

pourrait donc aussi être exprimé à d'autres stades du lignage oligodendrocytaire que dans les OPCs.

Ainsi il est nécessaire de mieux caractériser l'expression de CD24 et de PDGFRα dans les cellules

de la SVZ adulte pour pouvoir interpréter plus finement les résultats de cytométrie. Ceci pourrait

également  permettre  de  déterminer  à  quels  types  cellulaires  correspondent  les  doubles  positifs

observés par FACS, et dont les proportions évoluent en présence d'oligomycine (Figures 44E). 

L'augmentation  de  l'activité  mitochondriale  provoquée par  la  T3,  plus  marquée dans  le  lignage

neuronal, pourrait être associée à une induction des dynamiques mitochondriales. Nous avons en

effet montré que SIRT1, exprimée dans les CSNs et les progéniteurs (Saharan et al., 2013 ; Rafalski

et al., 2013), et pouvant par ailleurs être impliquée dans l'activation de la mitogenèse (Lagouge et

al., 2006 ; Nemoto et al., 2005) et agir en tant que coactivateur des TRs (Suh et al., 2013; Thakran

et al., 2013), reste préférentiellement exprimé après la détermination des progéniteurs en NPCs,

alors  qu'il  n'est  quasiment  plus  exprimé  dans  les  cellules  déterminées  en  OPCs  (Figure  3  de

l'article). De façon similaire, notre analyse du signal nucléaire de PGC1α, principal activateur de la

biogenèse  mitochondriale,  semble  révéler  une  activation  dans  les  progéniteurs  SOX2+,  puis  un

maintient plus important lors de la détermination en NPC que lors de la détermination en OPC

(Figure 42). Le signal PGC1α diminue cependant rapidement lors de la progression dans les deux

lignages cellulaires (Figure 42). Les CSNs et les progéniteurs de la SVZ utilisent principalement un

métabolisme  glycolytique,  et  leur  respiration  mitochondriale  est  donc  peu  importante  (voir

Introduction III.3. et Figure 2D de l'article) : une forte activité de PGC1α dans ce type cellulaire

pourrait donc sembler illogique. Cependant, étant en prolifération, il est nécessaire que ces cellules

produisent  de  nouvelles  mitochondries  afin  de  les  transmettre  aux  cellules-filles,  ce  qui  peut

expliquer une activité de PGC1α dans les CSNs/progéniteurs. On pourrait également interpréter ce

résultat  comme étant un moyen pour les progéniteurs de « préparer » leur détermination et leur

différenciation en accumulant un certain nombre de protéines nécessaires à l'augmentation de la

phosphorylation  oxydative.  Cette  accumulation  serait  par  la  suite  plus  importante  lors  de  la

détermination  en  NPC qu'en  OPC.  Ainsi,  il  pourrait  être  intéressant  de  regarder  si  les  CSNs
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quiescentes présentent elles aussi une activité de PGC1α ou si celle-ci n'apparaît qu'avec l'activation

de la prolifération. Il faudrait également étudier l'expression de gènes cibles de PGC1α, tels que

Nrf1 et  Nrf2,  ou  encore  l'expression  de  TFAM,  afin  d'identifier  s'ils  sont  activés  dès  le  stade

progéniteur ou si le délai nécessaire à leur activation successive ne les fait apparaître actifs qu'après

le début de l'engagement dans une voie de différenciation. 

Enfin, nous avons clairement identifié que la T3 active DRP1, l'activateur principal de la fission

mitochondriale, dans les cellules adoptant un destin neuronal (Figure 4 de l'article). In vivo comme

in vitro, la forme active de DRP1, pDRP1S616, est en effet très préférentiellement présente dans les

cellules du lignage neuronal, dès le stade NPC (Figures 4A, 4C et 4E de l'article), et est induit en

présence de T3 uniquement dans les cellules à destinée neuronale (Figure 4G de l'article). Nous

avons voulu étudier l'effet d'une inactivation de DRP1 sur le choix de destin des CSNs in vitro en

utilisant un shARN dirigé contre l'ARNm codant DRP1. Malgré une variabilité importante entre les

réplicats,  ces  expériences  de  transfection  nous  ont  permis  d'observer  une  nette  tendance à  une

proportion  plus  importante  de  cellules  OLIG2+ parmi  les  cellules  transfectées  avec  le  shDRP1

(Figure 43). La répétition de ce résultat permettrait de confirmer que l'absence de DRP1 favorise la

détermination en OPC. 

L'action de la T3 permet donc d'induire la fission spécifiquement dans les cellules de la SVZ adulte

adoptant un destin neuronal, et de provoquer une augmentation de leur activité mitochondriale. Les

cellules  se déterminant  en OPC sont  au contraire  protégées des  effets  de la  T3,  présentent  une

activation  de  la  fission  très  limitée  voire  inexistante,  et  n'augmentent  pas  leur  activité

mitochondriale en comparaison des progéniteurs. La persistance de SIRT1 et la diminution limitée

de PGC1α pourraient jouer un rôle dans l'activation de l'activité et des dynamiques mitochondriales

par la T3 dans le lignage neuronal. 
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II. Influence des hormones thyroïdiennes et de l'activité

physique sur l'activation des cellules souches neurales de la

SVZ adulte

Dans le cadre d'un projet annexe à l'étude du choix de destin des CSNs de la SVZ adulte, j'ai eu

l'opportunité  d'étudier  l'influence des HTs sur l'activation de cette population cellulaire,  dans le

cadre d'un travail effectué à l'Université de Tokyo (Japon) entre juin et août 2014 (Bourse JSPS).

Les processus contrôlant l'activation des CSNs adultes sont en effet encore mal connus à ce jour. Or

on sait que les HTs influencent la prolifération des CSNs dans la SVZ (Lemkine et al., 2005), et

qu'elles sont impliquées dans le contrôle de l'activation de cellules souches adultes dans d'autres

modèles (Dentice et al., 2014). 

L'expression de la kinase cycline-dépendante p57 est nécessaire à la quiescence des CSNs adultes,

et son inhibition favorise leur activation (Furutachi et al., 2013). Si l'on ne sait pas si les HTs ont

une influence sur p57 dans le cadre de la neurogenèse adulte,  il a été montré  ˗ dans des cellules

cancéreuses chez la souris ˗ qu'elles pouvaient inhiber son expression (Wood et al., 2002). Bien que

cela ne permette pas de préjuger d'une éventuelle régulation dans la SVZ, cela indique néanmoins

que p57 est un potentiel gène cible des HTs. Ces éléments m'ont permis d'émettre l'hypothèse selon

laquelle  la  signalisation  thyroïdienne  pourrait  participer  au  contrôle  de  l'activation  des  CSNs,

potentiellement par l'intermédiaire de p57, dans la SVZ de souris adulte. 

L'activation  des  CSNs  quiescentes  peut  être  induite in  vivo de  façon  physiologique  par

l'enrichissement du milieu et l'activité physique, comme cela a été tout particulièrement prouvé pour

la  neurogenèse  hippocampale  (Lugert  et  al.,  2010 ;  Furutachi  et  al.,  2013).  L'activation  de  la

neurogenèse  sous-ventriculaire  par  l'activité  physique  restait  controversée  lorsque  j'ai  étudié

l'activation des CSNs de la SVZ, plusieurs études présentant des résultats contradictoires (Brown et

al., 2003 ; Blackmore  et al., 2012) ; depuis, plusieurs études ont montré que des rongeurs ayant

accès  à  une  roue  présentent  une  augmentation  du  nombre  de  cellules  en  prolifération  et  de

neuroblastes au niveau de la SVZ (Lee et al., 2016 ; Mastrorilli et al., 2017), confirmant ce que j'ai

moi-même observé (voir ci-dessous). 

Pour étudier l'influence de la disponibilité en HTs sur la sortie de quiescence des CSNs de la SVZ,

des souris C57BL/6 adultes nourries avec un régime hypothyroïdien ou contrôle ont été séparées en

deux groupes : un groupe contrôle (petites cages, pas d'accès à une roue) et un groupe où les souris

ont été placées dans des cages plus spacieuses, avec accès à deux roues (2 réplicats de 4 groupes de
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3  souris).  Après  12  jours,  les  cerveaux  ont  été  collectés  pour  évaluer  l'impact  croisé  de

l'hypothyroïdisme et de l'activité physique sur (1) la prolifération cellulaire dans la SVZ, et (2) le

nombre de CSNs quiescentes (CSNqs) et de neuroblastes présents dans la SVZ. Compte tenu du

nombre  d'animaux analysés,  les  résultats  présentés  ci-après  sont  des  résultats  préliminaires  qui

nécessitent davantage d'investigations. 

II.1. Contrôle du statut thyroïdien

Tout d'abord, le statut thyroïdien des animaux testés a été vérifié par la mesure de la concentration

sérique de T4 totale (T4 libre et T4 liée), à partir du sang récupéré avant perfusion (voir Matériels et

méthodes). La T4 des souris des deux réplicats a ainsi pu être mesurée. Comme présenté en Figure

46,  les  concentrations  de  T4 des  animaux  euthyroïdiens  sont  au  minimum  trois  à  quatre  fois

supérieures à celles des animaux hypothyroïdiens.  Les 19 jours de traitement PTU ont donc eu

l'effet  désiré,  rendant  les  souris  hypothyroïdiennes.  Aucun  effet  de  l'activité  physique  sur  la

concentration sérique en T4 n'est en revanche observé. 
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Figure 46: Concentrations sériques en T4 total des animaux euthyroïdiens et hypothyroïdiens élevés en conditions
contrôle ou avec enrichissement du milieu (roues). Les concentrations en T4 (µg/dL) présentées ont été obtenus par
test  ELISA (T4 ELISA,  Labor Diagnostika Nord).  (A) Concentration en T4 individuelles  des  animaux des quatre
groupes : euthyroïdiens contrôles (Eu C), hypothyroïdiens contrôles (PTU C), euthyroïdiens avec accès aux roues (Eu
R, running) et hypothyroïdiens avec accès aux roues (PTU R). 1 à 3 : réplicat 1 ; 4 à 6 : réplicat 2. (B) Concentration en
T4 pour chaque groupe. Moyennes +/- écart-type. Test de Kruskal-Wallis suivi d'un test de Dunn's. P-value : *<0.05.



II.2. Analyse de l'influence du statut thyroïdien et de l'activité physique sur la

prolifération cellulaire dans la SVZ adulte

Pour estimer la  différence  de  prolifération cellulaire  entre  les  différents  groupes  de souris,  des

expériences d'immuno-histochimie ont été réalisées sur des coupes coronales cérébrales réalisées

après fixation des cerveaux (voir Matériels et méthodes). Un anticorps spécifique d'une protéine

impliquée dans la réplication de l'ADN lors de le prolifération, PCNA (proliferating cell nuclear

antigen), a été utilisé. Les coupes située entre les position stéréotaxiques bregma +0.4 mm et +0.9

mm ont ensuite été imagées au microscope confocal, et le nombre de cellules PCNA+ a été quantifié

sur l'ensemble de la SVZ latéro-dorsale et dorsale. Les résultats présentés sur la Figure 47 ont été

obtenus à partir du premier réplicat seulement, les immunomarquages n'ayant pas été réalisées sur

les  coupes  du réplicat  2.  De plus,  un cerveau du groupe hypothyroïdien  contrôle  (PTU C) n'a

malheureusement pas permis d'obtenir de coupes exploitables au niveau de la SVZ, et a donc été

exclu de l'analyse. Bien que le faible nombre d'animaux par groupe ne m'ait pas permis d'obtenir de

résultats significatifs, nous pouvons cependant observer une tendance à l’augmentation du nombre
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Figure 47: Prolifération cellulaire dans la SVZ de souris eu- et hypothyroïdiennes adultes en conditions contrôle
ou  d'induction  de  la  neurogenèse  par  l'activité  physique.  (A)  Images  représentatives  de  la  SVZ  de  souris
euthyroïdiennes (euthyroid) et hypothyroïdiennes (hypothyroid) élevées en conditions contrôle (control) ou dans des
cages pourvues de roues (running). Les cellules PCNA+ (vert) ont été révélées par marquage immunohistochimique .
LV :  ventricule  latéral  (lateral ventricle).  (B)  Quantification  des  cellules  positives  pour  PCNA dans  les  différents
groupes. Moyennes par souris du nombre de cellules PCNA+ dans la SVZ. Un test de Kruskal-Wallis n'a pas permis
d'obtenir de significativité du fait de faible nombre d’échantillons. (n=3 par groupe, et n=2 pour PTU C).



de cellules PCNA+ dans la SVZ des souris appartenant aux groupes ayant eu accès à des roues, quel

que soit leur statut thyroïdien (Eu R et PTU R, Figures 47A et  47B). Si le nombre de cellules en

prolifération  tend  à  diminuer  dans  le  groupe  PTU C  en  comparaison  du  groupe  Eu  C,  il  est

cependant impossible de conclure du fait de la présence de seulement deux animaux dans ce groupe

(Figure  47B).  Le  nombre  de  cellules  PCNA+ semble  en revanche très  similaire  entre  les  deux

groupes  « Running »  (R),  laissant  envisager  une  possible  compensation  des  effets  de

l'hypothyroïdisme sur la prolifération grâce à l'activité physique. 

II.3. Analyse de l'influence du statut thyroïdien et de l'activité physique sur

l'activation et la différenciation des CSNs dans la SVZ adulte

Pour évaluer l'impact de l'activité physique et de l'hypothyroïdisme sur l'activation des CSNs, des

immuno-marquages doubles ont été réalisés à l'aide d'un anticorps dirigé contre p57, protéine active

dans les cellules quiescentes, et contre DCX, marqueur des neuroblastes. De la même façon que lors

de  l'analyse  des  cellules  PCNA+,  seul  le  premier  réplicat  a  été  utilisé  pour  cette  analyse.  La

quantification du nombre de cellules positives pour p57 et/ou pour DCX a été faite sur toute la

hauteur de la SVZ, en différenciant la zone dorsale (située en bordure du corps calleux) et la zone

latéro-ventrale (longeant le striatum). Comme on peut l'observer sur la Figure  48A, on note une

nette  tendance  à  la  baisse  du  nombre  de  cellules  quiescentes  (p57+DCX-)  chez  les  animaux

euthyroïdiens du groupe R (Eu R), sur l'ensemble de la SVZ. Le nombre de neuroblastes DCX+

montre une nette tendance à l'augmentation chez ces  mêmes animaux,  excepté en zone dorsale

(Figure 48B). Bien que non statistiquement significatives du fait du faible nombre d'animaux, ces

observations  semblent  néanmoins  confirmer  l'hypothèse  d'une  augmentation  de  l'activation  des

CSNs  de  la  SVZ,  et  de  la  neurogenèse  en  général,  par  l'activité  physique.  Chez  les  animaux

hypothyroïdiens en revanche, ce phénomène n'est pas visible. Il n'y a aucune différence notable au

niveau du nombre de cellules P57+ entre les groupes C et R, et même une tendance à la diminution

du nombre de neuroblastes (Figures  48A et  48B). La comparaison des groupes Eu C et PTU C

suggère une possible diminution du nombre de cellules p57+, sans pour autant permettre de conclure

(Figure 48A). Étonnamment, on observe une tendance à l'augmentation du nombre de neuroblastes

DCX+ dans la SVZ latéro-ventrale des animaux PTU C (Figures 48B). Cette tendance est inversée

dans la SVZ dorsale, de façon similaire à ce que nous avons montré précédemment (voir Résultats

I) (Gothié et al., 2017a). Le n faible rend toutefois toute conclusion impossible à ce stade. 
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Figure  48: Quantification des cellules  quiescentes  et  des neuroblastes  présents dans la SVZ de souris eu- et
hypothyroïdiennes adultes en conditions contrôle ou d'induction de la neurogenèse par l'activité physique.  (A)
Quantification du nombre de cellules p57+DCX- dans la SVZ dorsale et la SVZ latéro-ventrale des animaux issus des
quatre  groupes.  Les  données  représentées  dans  la  partie  droite  (« Total  SVZ »)  correspondent  à  la  somme  des
quantification des deux sous-régions. (B) Quantification du nombre de cellules DCX+ dans la SVZ dorsale et la SVZ
latéro-ventrale des animaux issus des quatre groupes. Les données représentées dans la partie droite (« Total SVZ »)
correspondent à la somme des quantification des deux sous-régions. Il n'existe pas de différence significative entre les
groupes du fait du faible nombre d'échantillons (n=3 par groupe, et n=2 pour PTU C).



II.4. Discussion

L'étude de l'influence des HTs sur l'activation des CSNs de la SVZ adulte ne m'a permis d'obtenir

que des  résultats  préliminaires  à  ce  jour. Cependant,  les  tendances  observées,  qui  devront  être

confirmées, nous donnent plusieurs indications intéressantes. L'observation la plus flagrante est que

l'activité  physique  semble  permettre  l'activation  de  la  neurogenèse  adulte  dans  la  SVZ,  en

conditions euthyroïdiennes, tout comme cela a déjà été prouvé pour la neurogenèse au niveau de

l’hippocampe (Lugert  et al., 2010). Le fait de donner aux souris la possibilité de courir dans une

roue, dans le cadre d'un espace de vie plus étendu que des souris contrôle, tend en effet à favoriser

la diminution du nombre de cellules quiescentes (p57+,  Figure 48A), et l'augmentation du nombre

de cellules prolifératives (PCNA+, Figure 47B) et de neuroblastes migratoires (DCX+, Figure 48B).

Ces résultats ont depuis été confirmés dans plusieurs études effectuées par d'autres équipes (Lee et

al., 2016 ; Mastrorilli et al., 2017). 

S'il n'est pas possible de conclure sur les effets de l'hypothyroïdisme seul (Eu C  vs PTU C), la

comparaison  des  groupes  PTU C  et  PTU R  semble  malgré  tout  indiquer  une  perturbation  de

l'activation des CSNs. Aucune tendance notable n'est en effet visible concernant le nombre de CSNs

quiescentes entre les deux groupes hypothyroïdiens, contrastant avec la diminution observée dans le

groupe  euthyroïdien  ayant  une  activité  physique  (Figure  48A).  Une  diminution  du  nombre  de

neuroblastes chez les PTU R semble même envisageable (Figure 48B). En revanche, le nombre de

cellules en prolifération (PCNA+) est identique entre les deux groupes ayant pratiqué une activité

physique (Figure 47B). On pourrait interpréter cela comme étant dû au blocage des cellules au stade

précurseur (NPCs) ou progéniteur du fait de l'absence d'HTs : les cellules ne peuvent pas devenir

des  neuroblastes,  et  restent  donc  à  un  stade  plus  prolifératif  en  conditions  d'activité  physique

combinées à un hypothyroïdisme. 

Enfin,  les  tendances  observées  sur  le  nombre  de  neuroblastes  DCX+ en  eu-  et  hypothyroïdie

apparaissent  différentes  entre  la  zone dorsale  et  la  zone latéro-ventrale  de  la  SVZ lorsque l'on

compare Eu C et PTU C d'une part et Eu R et PTU R d'autre part (Figure 48B). Si ce résultat était

confirmé,  cela  pourrait  laisser  envisager  une  régionalisation  de  l'action  neuralisante  de  la

signalisation thyroïdienne. Les neuroblastes issus des différentes sous-régions de la SVZ n'étant pas

voués à devenir le même type d'interneurones (voir Introduction II.3.3.5.), il est tout à fait possible

que l'implication des HTs dans la spécialisation des CSNs en neuroblastes ne soit pas la même le

long de la SVZ (dorsal versus latéro-ventrale).

Dentice et al. ont montré que les HTs favorisent le maintient au stade quiescent des cellules souches

musculaires chez la souris adulte (Dentice et al., 2014). Le résultat obtenu ici concernant le nombre
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de cellules p57+ en hypothyroïdie pourrait être en cohérence avec l'idée d'une action similaire des

HTs sur les CSNs quiescentes. Renouveler ces expérimentations est encore une fois indispensable

pour conclure.
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Discussion générale

Dans  le  cerveau  adulte,  la  neurogenèse  constitue  un  ensemble  de  processus  à  la  dynamique

complexe, régulés par de nombreux facteurs extrinsèques et intrinsèques aux cellules. Les facteurs

hormonaux, le contexte physiologique et l'environnement cellulaire influencent ainsi les différentes

étapes de la neurogenèse, en prenant part aux régulations géniques, protéiques et métaboliques des

cellules impliquées. Dans ce contexte, la signalisation thyroïdienne et le métabolisme mitochondrial

sont particulièrement décisifs et s'influencent mutuellement pour moduler la prolifération, le choix

de destin et  la différenciation cellulaires dans les  niches  neurogéniques.  Dans le cadre de mon

travail  de  doctorat,  j'ai  choisi  d'étudier  l'influence  croisée  des  hormones  thyroïdiennes  et  du

métabolisme mitochondrial sur le choix de destin des cellules souches neurales, dans la SVZ de la

souris adulte. J'ai ainsi pu montrer que la signalisation thyroïdienne favorise la détermination vers

un destin neuronal, au détriment du destin glial, grâce à l'activation de la respiration et de la fission

mitochondriales (Figure 49). 

Dans  un  premier  temps,  j'ai  montré  l'influence  que  les  HTs  ont  sur  le  choix  de  destin  des

progéniteurs  issus  des  CSNs  de  la  SVZ  chez  l'adulte.  In  vivo,  les  souris  hypothyroïdiennes

présentent une diminution du nombre de précurseurs neuronaux DLX2+ et de neuroblastes DCX+, en

parallèle d'une augmentation du nombre de précurseurs oligodendrocytaires OLIG2+.  In vitro, les

cellules issues de neurosphères s'engagent préférentiellement vers un destin neuronal en présence de

T3 (5nM et 50nM). Ce résultat indique que les cellules s'engageant vers le destin neuronal ou vers le

destin  glial  ont  des  réponses  antagonistes  à  la  signalisation  thyroïdienne :  si  les  CSNs  et  les

progéniteurs se déterminant en NPC sont favorisés par les HTs, l'adoption d'un destin glial nécessite

à  l'inverse  des  mécanismes  de  protection  vis-à-vis  des  HTs.  Ainsi,  nous  avons  montré  que  la

désiodase  inactivatrice  des  HTs,  la  DIO3,  est  fortement  exprimée  par  les  CSNs  et  par  les

progéniteurs prolifératifs, mais aussi par les OPCs (Remaud et al., 2017). En revanche, DIO3 est

faiblement exprimé dans les neuroblastes  (Remaud  et al., 2017). Par ailleurs, si le récepteur aux

HTs TRα1 est exprimé dans les  neuroblastes,  son expression n'est  en revanche pas détectée au

niveau protéique dans les CSNs et les OPCs (López-Juárez et al., 2012, Remaud et al., 2017). Lors

de  la  détermination  neuronale,  TRα1 réprime directement  Sox2,  essentiel  à  la  prolifération  des

CSNs et progéniteurs, en présence de T3 (López-Juárez et al., 2012). De plus, nous avons montré

que  la  T3 réprime  directement  EGFR,  facteur  de  prolifération  promouvant  également

l'oligodendrogenèse (voir  Introduction II.3.2.3), au niveau transcriptionnel  (Remaud  et al., 2017).
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Figure 49: Modèle proposé de l'influence de la signalisation thyroïdienne et du métabolisme mitochondrial sur le
choix de destin des CSNs de la SVZ adulte. (voir page suivante)



Les HTs sont donc nécessaires à la détermination des progéniteurs vers un destin neuronal, alors

que les progéniteurs à destinée gliale sont protégés des effets de la T3. 

La protéine de liaison transthyrétine (TTR) pourrait également être impliquée dans l'action de la T3

au sein du lignage neuronal. J'ai en effet montré in vivo,chez des animaux euthyroïdiens, que la TTR

est présente dans le cytoplasme des cellules du lignage neuronal dans la SVZ dès le stade NPC

(cellules DLX2+  et DCX+), mais est en revanche absente des CSNs GFAP+ et des OPCs SOX10+

(Figure  40). On peut dès lors se poser la question de savoir si cette molécule est traduite par les
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NSC/Progéniteur.  Le récepteur NOTCH1 est exprimé à la surface des CSNs, permettant, lors de la liaison de leur
ligand DLL1,  de  libérer  la  sous-unité  NICD dans  le  cytoplasme.  Comme cela  a  été  montré  dans différents  types
cellulaires en culture, NICD pourrait alors participer à l'activation de HIF1α (Gustafsson et al., 2005, Sahlgren et al.,
2008). Le fait que la SVZ soit une niche hypoxique favorise également le maintient de HIF1α, qui est dégradé en
présence d'oxygène (O2). HIF1α active alors de nombreux effecteur de la glycolyse, tout en inhibant le cycle de Krebs
et donc la phosphorylation oxydative (OXPHOS), limitant fortement la respiration mitochondriale. Dans le cytoplasme,
NICD a également la capacité d'inhiber la fission mitochondriale, comme montré dans des cellules cancéreuses de type
HeLa.  Ce processus,  s'il  se vérifiait  aussi  dans les  CSNs et  les progéniteurs,  serait  en parfait  cohérence avec nos
observations d'une très faible activation de l'inhibiteur de la fission, DRP1. Dans les progéniteurs, EGFR peut entraîner
l'inhibition de NOTCH1, limitant la libération de NICD dans le cytoplasme (McGill et al., 2003, Aguirre et al., 2010).
Comme  montré  dans  différents  types  cellulaires,  dont  des  cellules  neuronales,  HIF1α  peut  par  ailleurs  induire
directement l'expression de la désiodase de type 3 (DIO3), inhibitrice de la signalisation thyroïdienne (Simonides et al.,
2008, Ciavardelli et al., 2014). Or comme nous l'avons montré, DIO3 est exprimée dans les progéniteurs de la SVZ, où
il inhibe la signalisation thyroïdienne (Remaud et al., 2017), rendant l'hypothèse d'une activation de la DIO3 par HIF1α
dans les CSNs et progéniteurs particulièrement plausible. HIF1α peut également faciliter l'activation d'EGFR, via la
régulation de PDK1 (Velpula et al., 2013), tandis qu'EGFR peut lui même favoriser la stabilisation de HIF1α, comme
cela a été montré dans différents types cellulaires tels que des cellules cancéreuses (Heeg et al., 2011, Eskandani et al.,
2015). L'expression de SIRT1 dans les cellules indifférenciées permet l'induction des marqueurs caractéristiques des
cellules indifférenciées tels que SOX2, OCT4 et NANOG, et pourrait également jouer un rôle dans l'activité de PGC1α
détectée  dans  ce  type  cellulaire,  si  elle  se  confirmait.  Enfin,  les  cellules  prolifératices  telles  que  les  progéniteurs
expriment FASN, qui permet le maintient d'une forte lipogenèse.

OPC. La DIO3 est également exprimée dans les précurseurs oligodendrocytaires (OPCs) (Remaud et al., 2017), tandis
que le métabolisme de ce type cellulaire repose toujours en majorité sur la glycolyse (Gothié et al., 2017a). On sait par
ailleurs que NOTCH1 est exprimé par les OPCs résidents, où il permet la répression de la différenciation (Wang et al.,
1998, Genoud et al.,  2002). Enfin la détermination en OPC est favorisée par une faible disponibilité en O2. On peut
ainsi émettre l'hypothèse d'un maintient de la protéine HIF1α dans les OPCs grâce à la faible tension en oxygène de la
SVZ, et possiblement aussi grâce au NICD, promouvant la glycolyse et l'inhibition de la signalisation thyroïdienne.
FASN pourrait également être maintenu, favorisant le maintien d'une lipogenèse importante. 

NPC. L'activation de la signalisation thyroïdienne est nécessaire à la détermination en précurseur neuronal (NPC). La
transthyréthine (TTR) est  présente dans le cytoplasme des NPCs, jouant  potentiellement un rôle important  dans la
présence d'HTs dans ce type cellulaire. La T3 inhibe l'expression de SOX2 via son interaction avec le récepteur TRα au
niveau d'un TRE négatif  (Lopez-Juarez  et al., 2012). Les HTs promeuvent par ailleurs la phosphorylation du résidu
serine 616 de DRP1, qui peut alors activer la fission mitochondriale. SIRT est préférentiellement maintenu dans les
cellules se déterminant en NPCs (Gothié et al., 2017a), où il pourrait jouer un rôle de coactivateur de TRα (Suh et al.,
2013,  Thakran  et  al.,  2013) ou  dans  l'activation  de  PGC1α.  En  parallèle  de  l'augmentation  des  dynamiques
mitochondriales, qui favorisent l'activité des mitochondries, la signalisation thyroïdienne peut activer la phosphorylation
oxydative grâce à différentes actions précoces et tardives. L'activation des pompes à calcium (Ca2+-ATPases) et des
ANTs, l'importation de p28 au niveau mitochondrial, ou l'activation de la mitogenèse via l'interaction avec le récepteur
p43 au niveau du génome mitochondrial pourraient être les moyens de l'activation rapide des mitochondries par les HTs
dans  les  NPCs.  Dans  un  deuxième  temps,  l'activation  transcriptionnelle  de  la  mGPDH,  de  l'ANT2  ou  de  la
transferrinepeuvent  également  promouvoir  l'activité  mitochondriale.  Enfin,  les  HTs pouvant  activer  l'expression  de
SPOT14 de manière directe  (Seelig  et al.,  1981, Cunningham  et al.,  1998),  et  pourraient par  ce biais entraîner la
diminution de la lipogenèse. 



NPCs  et  les  neuroblastes,  ou  si  la  TTR pourrait  être  internalisée  à  partir  du  liquide  céphalo-

rachidien, où elle est présente en quantité importante. Li et al. ont montré in vitro que des neurones

d'une  souche  murine  constituant  un  modèle  de  la  maladie  d'Alzheimer  (souche  APP23,

surexprimant le gène  App,  amyloid precursor protein) expriment la TTR, là où les neurones de

souris contrôle ne l'expriment pas (Li et al., 2011). Par ailleurs, la TTR interagit avec les peptides β-

amyloïde,  limitant  vraisemblablement  leur  agrégation  (Li  et  al.,  2011).  Ce  résultat  montre  la

capacité  des  neurones  matures  à  moduler  l'expression  de  la  TTR  en  réponse  aux  conditions

physiologiques.  Ainsi,  on  peut  émettre  l'hypothèse  que  les  NPCs  et  neuroblastes  de  la  SVZ

pourraient également exprimer la TTR de façon transitoire. Cette expression de la TTR pourrait

permettre aux cellules de stocker les HTs présentes dans le cytoplasme, et de les rendre disponibles

lorsque  les  taux  intracellulaires  d'HTs  diminuent.  Par  ailleurs,  il  a  été  démontré  dans  des

trophoblastes  humain  en culture  que des  conditions  hypoxiques  (1% et  3% O2)  favorisent  une

augmentation  drastique  de  l'expression  de  la  TTR  (Patel  et  al.,  2011,  Patel  et  al.,  2012).  Le

mécanisme exact permettant l'activation de la transcription du gène TTR dans ces conditions n'a en

revanche  pas  été  découvert.  Les  niches  neurogéniques  du  cerveau  adulte  possédant  une  faible

tension  en  O2, le  mécanisme  d'activation  de  l'expression  de  la  TTR  observé  en  conditions

hypoxiques pourrait ainsi vraisemblablement être conservé dans certaines des cellules de la SVZ.

Ainsi il serait particulièrement intéressant d'étudier la régulation du gène Ttr dans les cellules de la

niche, afin de comprendre quel mécanismes régulent son expression spécifique au lignage neuronal.

Un  mutant  conditionnel  permettant  d'invalider  l'expression  de  la  TTR  dans  un  type  cellulaire

spécifique serait  d'autre  part  un outil  de choix pour étudier  le  phénotype associé à  la  perte  de

fonction de TTR.

Les  progéniteurs  et  NPCs  étant  situés  à  proximité  des  ventricules  latéraux  au  moment  de  la

détermination, on peut aussi émettre l'hypothèse d'une internalisation de TTR en provenance du

liquide  céphalo-rachidien.  On  sait  en  effet  que  certaines  cellules  possèdent  des  récepteurs

membranaires permettant la fixation et l'entrée de la TTR dans leur cytoplasme, comme montré

pour les récepteurs LRPs (low density lipoprotein receptor–related protein) situés en surface des

trophoblastes  (Landers  et al., 2013). Les LRPs permettent également de faciliter l'internalisation

d'autres ligands, tels que sonic hedgehog (Capurro et al., 2012, McCarthy et al., 2002, Morales et

al.,  2006).  Or,  comme  détaillé  dans  une  revue  écrite  par  Auderset  et  al.,  plusieurs  LRPs

(particulièrement LRP1 et LRP2) sont exprimés − entre autres − par les cellules épendymales, les

CSNs, les neuroblastes et les OPCs de la SVZ chez la souris adulte, et participent à la régulation de

la  prolifération,  de  la  différenciation  et  de  la  migration  cellulaires  (Auderset  et  al.,  2016).  Par

ailleurs, il a été montré, dans les cellules hépatiques de souris, que la LRP1 peut être régulée par la
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T3 : un hypothyroïdisme induit in vivo ou in vitro entraîne en effet une diminution de l'expression de

LRP1, rétablie au niveau contrôle suite à un traitement à la T3 (Moon et al., 2013). La signalisation

thyroïdienne étant activée lors de la détermination des progéniteurs en NPCs, LRP1 pourrait être

induit par la T3 lors de la détermination neuronale. Il pourrait donc être intéressant de rechercher

une éventuelle corrélations entre le signal détecté pour la TTR et l'expression des différentes LRPs

exprimées dans la niche,  par exemple par des expériences d'immuno-histochimie.  De plus,  afin

d'examiner si la TTR présente dans les ventricules latéraux est en effet internalisée par les cellules

s'engageant vers un destin neuronal, des injections ICV de TTR marquée (utilisée dans plusieurs

travaux, voir par exemple Landers et al., 2013, Patel et al., 2012, Alemi et al., 2016) pourraient être

envisagées.  Des  CSNs  issues  de  neurosphères  mises  en  différenciation  en  présence  de  TTR

pourraient  également  permettre  d'évaluer  si  l'internalisation  de  cette  dernière  favorise  une

détermination neuronale. 

Contrairement à ce qui a été observé  in vitro  dans des conditions de différenciation en présence

d'une forte concentration en HTs, j'ai observé qu'une hyperthyroïdie chez la souris n'entraîne pas

d'augmentation du nombre de neuroblastes  produits  dans  la  SVZ,  ni  de diminution du nombre

d'OPCs in vivo. Cette différence entre les résultats obtenus in vivo et in vitro semble indiquer que la

niche neurogénique est protégée d'un excès d'HTs circulantes. Les processus impliqués restent à

définir, et pourraient consister en la modulation de l'expression des désiodases, des transporteurs des

HTs,  ou  encore  de  la  TTR.  Il  serait  particulièrement  intéressant  d'étudier  l'expression  de  ces

différents acteurs de la signalisation thyroïdienne dans les cellules de la niche soumises à différentes

conditions de disponibilité en HTs. Cela pourrait se faire in vivo en modulant le statut thyroïdien des

animaux, et in vitro en mimant des conditions d'hyperthyroïdie ou d'hypothyroïdie. L'hyperthyroïdie

peut être simulée en culture  grâce à l'ajout de T3, ou par l'utilisation d'une combinaison de T3 et de

T4.  En  effet,  la  modulation  conjointe  des  taux de  T3 et  de  T4 permettrait  la  mise  en  place  de

conditions  expérimentales  plus  proches  des  conditions  physiologiques,  qui  pourraient  permettre

d'analyser à la fois les effets génomiques de la T3 mais aussi les effets précoces non-génomiques de

la signalisation thyroïdienne, qui peuvent être provoqués par les différentes formes d'HTs. D'autre

part, une simulation de conditions hypothyroïdiennes  in vitro peut également être entreprise, par

exemple grâce à l'utilisation de la molécule NH3, antagoniste des TRs bloquant la fixation de la T3

sur son récepteur et ainsi l'activation des gènes cibles. L'utilisation dans le milieu de culture de

sérum  de  veau  fœtal  traité  au  charbon  actif,  traitement  qui  permet  d'éliminer  l'ensemble  des

hormones  présentes,  permettrait  d'obtenir  des  conditions  expérimentales  d'hypothyroïdisme plus
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proches des conditions physiologiques. Les effets génomiques comme les effets non-génomiques

des HTs pourraient ainsi être réduits. 

Par ailleurs, un tri cellulaire permettrait d'analyser, au sein des cellules des différents lignages, les

régulations géniques provoquées par les changements de disponibilité en HTs. Pour cela la mise au

point du protocole de tri  cellulaire par cytométrie en flux que j'ai entrepris devra être menée à

terme, tout particulièrement en caractérisant de façon plus précise les marqueurs utilisés pour les

lignages  neuronal  et  glial.  Ainsi  des  co-immunomarquages  ou  l'utilisation  d'un  marqueur  des

cellules  non-déterminées  dans  les  analyses  par  FACS  pourraient  permettre  d'identifier  plus

nettement à quels stades des différents lignages PDGFRα et CD24 sont exprimés. Une fois le tri mis

en place, une remise en culture des cellules pourrait permettre de vérifier le destin cellulaire des

différentes populations. Une analyse des différences transcriptomiques existant entre les lignages

pourrait également être réalisée, par des approches gènes-candidats (gènes codant pour des acteurs

de la signalisation thyroïdienne, gènes clés de la détermination neuronale et gliale) en qPCR ou par

une approche d'analyse à large échelle (RNAseq ou séquençage sur cellule unique).

L'analyse du métabolisme mitochondrial  in vivo et  in vitro a révélé plusieurs différences entre les

lignages cellulaires issus de la SVZ. L'activité mitochondriale apparaît ainsi plus importante dans

les  cellules  s'engageant  vers  la  voie  neuronale  que  vers  la  voie  gliale,  et  s'accompagne  d'une

production  plus  importante  de  ROS.  Ces  deux  aspects  sont  modulés  par  la  signalisation

thyroïdienne : un hypothyroïdisme in vivo provoque une baisse de la respiration mesurée dans les

neuroblastes,  alors  qu'une  forte  concentration  en HTs  in  vitro entraîne  une augmentation  de la

production de ROS mitochondriaux.

Une analyse plus fine de la production de ROS au cours de la neurogenèse serait intéressante pour

analyser les différences fonctionnelles entre les ROS produit par les NOXs et ceux provenant des

mitochondries. En effet, Le Belle et al. ont montré que la production de ROS par les NOXs promeut

la prolifération des CSNs activées  (Le Belle  et al., 2011), tandis que Rharass et al. ont révélé la

nécessité d'une augmentation de la production de ROS mitochondriaux pour la différenciation des

progéniteurs (Rharass et al., 2014). Les ROS provenant des NOXs et des mitochondries semblent

donc provoquer la  modulation de voies de signalisation distinctes.  Nous avons vu que les  HTs

provoquent l’augmentation de la production de ROS et la détermination vers un destin neuronal via

leur influence sur l'activité mitochondriale. Ainsi, on pourrait envisager de chercher à moduler la

production de ROS par les NOXs et par les mitochondries dans différents contextes thyroïdiens afin

d'évaluer l'impact croisé des trois facteurs sur la prolifération et la différenciation cellulaires. 
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Parmi les modulateurs du métabolisme mitochondrial, j'ai pu montrer que les HTs activaient DRP1,

activateur de la fission. On observe en effet une présence accrue de pDRP1Ser616 dans le cytoplasme

des cellules du lignage neuronal en présence d'une concentration élevée d'HTs dans le milieu de

culture,  et  ce  sans  augmentation  de  DRP1 totale.  L'augmentation  de  la  fission  mitochondriale

provoquée  par  pDRP1Ser616 permet  vraisemblablement  de  favoriser  la  dissémination  des

mitochondries  à  l'intérieur  du  cytoplasme des  neuroblastes.  Ce  résultat  est  en  accord  avec  les

changements  morphologiques  mitochondriaux  constatés  par  Khacho  et  al. au  cours  de  la

différenciation  neuronale  des  CSNs  de  la  SVZ embryonnaire,  où  les  mitochondries  présentent

d'abord une morphologie allongée, et se fragmentent au début de la différenciation (Khacho et al.,

2016, Khacho et Slack, 2017). Il confirme également l'importance déjà observée de l'activation de

DRP1 pour la différenciation et la migration de cellules neuronales issues de la SVZ adulte in vitro

(Kim  et al., 2015),  et pour le fonctionnement des neurones matures  (Kann et Kovás, 2007), qui

nécessitent des mitochondries mobiles et réparties dans les prolongements axonaux pour permettre

un  apport  énergétique  suffisant  dans  les  différentes  régions  cellulaires.  Ces  observations  sont

également cohérentes avec les changement d'activité mitochondriale, puisque l'on sait que la fission

ainsi  que  les  autres  changements  morphologiques  liés  aux  dynamiques  mitochondriales  sont

nécessaires à l'augmentation de la respiration et de la production de ROS mitochondriaux (Benard

et al., 2007, Yu et al., 2006b, Khacho et al., 2016) 

Parmi les mécanismes pouvant expliquer l'augmentation de l'activation de DRP1 en présence d'HTs,

on peut émettre l'hypothèse d'une activation de la calcineurine. En effet, la déphosphorylation de la

sérine  637 de  DRP1 (phosphorylation  inhibitrice)  par  la  calcineurine  permet  à  la  DRP1 d'être

activée et promeut sa translocation vers la surface mitochondriale (Cereghetti et al., 2008, Friedman

et Nunnari, 2014). Or un des effets précoces de l'action des HTs est d'activer les pompes à calcium

membranaires, entraînant une augmentation de la concentration cytoplasmique en Ca2+ (Mylotte et

al., 1985, Davis et al., 1989). La calcineurine étant dépendante de la présence de calcium, on peut

supposer que l'action des HTs favoriserait  son activation,  puis par ricochet  celle de DRP1. Par

ailleurs,  le  calcium  cytoplasmique  a  également  pour  effet  de  réguler  les  déplacements

mitochondriaux : en limitant localement l'activité des kinésines, la calcium favorise l'accumulation

de mitochondries là où il est présent (Liu et Hajnózky, 2009). De plus, l’hypothèse a été émise que

DCX,  qui  catalyse  la  polymérisation  des  microtubules  spécifiquement  dans  les  neuroblastes,

pourrait être activé par la présence de Ca2+ (Sossey-Alaoui et al., 1998). Cette supposition a été faite

sur  la  base  d'une  forte  homologie  de  séquence  avec  une  protéine  activée  par  le  complexe

Ca2+/calmoduline, mais n'a pas été fonctionnellement vérifiée à ma connaissance. Si elle s’avérait
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exacte,  l'apport  de  calcium  lié  à  l'activité  des  HTs  pourrait  jouer  un  rôle  majeur  dans  la

détermination  des  progéniteurs  en  promouvant  à  la  fois  l'activation  de  DCX,  la  fission,  et  la

dissémination des mitochondries le long des microtubules. 

Parmi les autres effets précoces pouvant impacter le métabolisme mitochondrial, il a été montré que

les HTs peuvent induire une activation des transporteurs d'ATP et d'ADP, les ANTs, dès deux heures

d'exposition (Seitz et al., 1985, Lanni et al., 2016). Cette activation entraîne alors une augmentation

de la sortie d'ATP depuis la matrice mitochondriale vers le cytoplasme, et à l'inverse une entrée plus

importante d'ADP dans la matrice. L'activité de la chaîne respiratoire est alors stimulée grâce à

l'activation de l'ATP synthase par l'ADP. Par ailleurs, on sait que la T3 peut induire l'importation du

récepteur tronqué aux HTs p28, depuis le cytoplasme vers la membrane interne mitochondriale, en

45 minutes sur mitochondries isolées de foie de rat (Pessemesse et al., 2014). Bien que la fonction

de  p28  reste  mal  comprise,  elle  pourrait  participer  à  une  modification  des  dynamiques

mitochondriales, comme montré dans des cultures de fibroblastes. L'autre récepteur tronqué présent

au niveau mitochondrial, p43, stimule la biogenèse mitochondriale et la respiration en présence de

T3 (Wrutniak et al., 1995, Casas et al., 1999, Rochard et al., 2000, Grandemange et al., 2005, Seyer

et al., 2011). Le récepteur p43 possède un site de liaison à l'ADN, lui permettant de se lier au niveau

du génome mitochondrial et d'induire sa transcription dès les premières minutes d'exposition de

mitochondries  isolées  à  la  T3 (Casas  et  al.,  1999).  Il  serait  ainsi  particulièrement  intéressant

d'étudier la présence de ces deux récepteurs tronqués dans les cellules de la niche neurogénique, et

d'analyser l'impact qu'ils pourraient avoir sur les changements morphologiques des mitochondries,

et a fortiori  sur le choix du destin des progéniteurs. 

La  régulation  du  métabolisme mitochondrial  par  les  HTs dans  les  cellules  de  la  SVZ pourrait

également  impliquer  le  métabolisme  du  fer.  Comme  nous  l'avons  vu,  la  présence  de  fer  est

indispensable au bon fonctionnement de la chaîne respiratoire (voir  Introduction III.2.3 et  Figure

24). Le fer permet également l'activation de la prolyl hydroxylase (PHD), qui permet la dégradation

de HIF1α en présence d'O2 (voir Introduction III.3.1 et  Figure 27). Dans l'organisme, le fer (Fe3+)

est principalement transporté par la transferrine (Tf), une glycoprotéine qui possède des récepteurs

spécifiques,  les  TfR (transferrin receptors),  présents  à  la  surface de cellules cibles.  Lorsque le

complexe Fe3+-Tf se fixe sur le TfR, l'ensemble Fe3+-Tf-TfR est internalisé par endocytose, puis le

fer est réduit sous sa forme Fe2+ et relargué dans le cytoplasme. Il peut alors être stocké ou utilisé
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par la cellule, notamment au niveau mitochondrial. La transferrine permet le transport du fer dans

les capillaires sanguins, et au niveau cérébral pourrait traverser les cellules des plexus choroïdes

(Crowe et Morgan, 1992) et de la barrière hémato-encéphalique (Fishman et al., 1987, Skarlatos et

al., 1995). Ces mécanismes restent cependant controversés  (Leitner et Connor, 2012). On sait en

revanche que la transferrine est directement synthétisée par plusieurs types cellulaires du cerveau

chez les mammifères : les cellules du plexus choroïde (Aldred et al., 1987, Connor and Benkovic,

1992) et les oligodendrocytes (Connor et Benkovic, 1992, Espinosa de los Monteros et al., 1994).

Si l'expression et la sécrétion de la Tf par le plexus choroïde joue probablement un rôle dans le

transport du fer au niveau du liquide céphalo-rachidien (Malecki et al., 1999), le rôle de la Tf dans

les oligodendrocytes reste mal compris. En effet, ce type cellulaire ne secrète pas la glycoprotéine

(Møllgård  et al., 1988, de Arriba Zerpa  et al., 2000), et contrairement aux neurones chez l'adulte

(Connor et Menzies, 1995, Moos, 1996) ou aux OPCs chez le rat nouveau-né (Pérez et al., 2013),

les oligodendrocytes matures n'expriment pas de TfR (Han et al., 2003, Moos et al., 2007, Todorich

et al., 2008). Le fer pourrait en revanche pénétrer dans les oligodendrocytes via d'autres récepteurs

(Todorich et al., 2008), et l'hypothèse a été émise que l'expression de la Tf servirait de moyen de

stockage du fer interne à ces cellules (Todorich et al., 2009). 

Il  a  été  montré  in  vitro dans  des  cellules  hépatiques  exprimant  TRα1  que  les  HTs induisent

directement la transcription de la Tf via un TRE (Lin et al., 2003). Marziali et al. ont de plus montré

dans  la  SVZ  une  diminution  de  l'expression  de  la  Tf  (ARNm  et  protéine)  chez  des  souris

hypothyroïdiennes à P10 et à P20, montrant que cette régulation a également lieu in vivo au niveau

cérébral (Marziali et al., 2015). Les auteurs ont de plus étudié l'influence de la Tf et des HTs sur la

différenciation  et  la  maturation  des  oligodendrocytes  in  vivo.  Ils  ont  ainsi  observé  qu'une

hyperthyroïdie  ou  une  injection  intracérébrale  d'apo-Tf  entraînaient  de  façon  similaire  une

diminution du nombre d'OPCs PDGFRα+ à P10, et une augmentation du nombre d'oligodendrocytes

matures MBP+ à P10 et P20, au dessus des ventricules latéraux (Marziali et al., 2015). À l'inverse,

une  hypothyroïdie  depuis  le  stade  E18  entraîne  une  augmentation  du  nombre  d'OPCs  à  P10,

phénotype rétabli au niveau du contrôle en hypothyroïdie avec injection d'apo-Tf. L'hypothyroïdie

entraîne également une diminution du nombre d'oligodendrocytes matures à P10 et P20, sans effet

suffisant de l'apo-Tf pour rétablir un niveau normal (Marziali et al., 2015). Ces résultats font écho à

nos  études  montrant  dans  des  conditions  physiologiques  et  pathologiques  (modèle  murin  de

démyélinisation)  qu'un  hypothyroïdisme  transitoire  favorise  la  détermination  des  CSNs  et

progéniteurs en OPCs (Remaud et al., 2017 ; Gothié et al., 2017a). Ils montrent de plus l'importance

de l'apport en fer, via la transferrine, sur ces processus. Les HTs induisent en effet l'expression de la

Tf dans  la  SVZ, et  cette  dernière influence le  phénotype observé dans  la  niche.  On peut  ainsi
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supposer que l'entrée de fer médiée par la transferrine pourrait constituer un des moyens d'activation

du métabolisme mitochondrial et d'inhibition du métabolisme glycolytique (via l'activation de la

PHD), sous l'influence des HTs. Ainsi il serait particulièrement intéressant d'étudier les régulations

croisées des HTs et du métabolisme du fer sur l'activation mitochondriale et le choix de destin

cellulaire dans la SVZ adulte. 

Les  modulations  de  la  voie  Notch  pourraient  également  être  impliquées  dans  les  changements

mitochondriaux ayant lieu lors de la détermination. Il a en effet été montré dans différentes lignées

cellulaires que le NICD (le domaine intracellulaire du récepteur Notch, voir  Figure  17), une fois

libéré dans le cytoplasme suite à l'activation de la voie Notch, peut entraîner une inhibition de la

fragmentation mitochondriale via Akt et les mitofusines MFN1 et MFN2 (Perumalsamy et al., 2010,

Kasahara et Scorrano, 2014). Ainsi, sachant que la voie Notch est particulièrement importante pour

le maintien du pool de CSNs adultes dans la SVZ (Imayoshi et al., 2010, McGill et McGlade, 2003,

Aguirre et al., 2010), et qu'elle peut être modulée par les HTs (Bansal et al., 2005, Sirakov et al.,

2015), il serait intéressant d'analyser l'influence de l'interaction entre les HTs et la voie Notch sur le

métabolisme, et  sur la prolifération et la détermination des CSNs adultes. En effet,  on sait  que

l'activation de la voie Notch est nécessaire à la génération des OPCs embryonnaires (Genoud et al.,

2002), et pourrait donc également jouer un rôle dans le choix du destin cellulaire chez l'adulte. Si

cette hypothèse se vérifiait, elle serait en accord avec la très faible activation de DRP1 dans les

OPCs que j'ai observée, qui pourrait être en partie influencée par la voie Notch. 

La voie Wnt,  qui  stimule la  prolifération des CSNs,  pourrait  également jouer  un rôle dans  les

changements de métabolisme mitochondrial  au cours de la neurogenèse adulte. Il  a en effet été

prouvé in vitro, dans des cellules tumorales, que l'activation de la voie Wnt/β-caténine promeut la

glycolyse  aérobie  (Sherwood  et  al.,  2014,  Pate  et  al.,  2014).  De plus,  elle  peut  entraîner  une

diminution de la présence de DRP1 au niveau mitochondrial, et une augmentation de l'expression

des  mitofusines  (Brown  et  al.,  2017),  impactant  ainsi  les  dynamiques  mitochondriales.  Cette

influence  de  la  voie  Wnt  sur  le  métabolisme  mitochondrial  et  la  glycolyse  correspond  donc

typiquement au métabolisme des cellules souches. Or on sait que la voie Wnt et la signalisation

thyroïdienne  peuvent  interagir  (voir  Introduction  II.3.3.1) :  la  régulation  du  métabolisme

mitochondrial par les HTs dans le cadre de la neurogenèse adulte pourrait donc également impliquer

la voie Wnt. 
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On peut d'autre part se demander si les effets des HTs sur le métabolisme mitochondrial au cours de

la détermination neuronale sont identiques dans les différentes sous-régions de la SVZ. Lorsque j'ai

étudié l'influence de l'activité physique sur la neurogenèse, j'ai montré une tendance opposée des

effets de l'hypothyroïdisme sur le nombre de neuroblastes produits dans la zone dorsale par rapport

à la zone latéro-ventrale de la SVZ (Figure 48). Si cette tendance se confirmait, on pourrait émettre

l'hypothèse que la signalisation thyroïdienne influence différemment la détermination des cellules

appartenant à ces deux zones, potentiellement du fait d'un impact divergent sur leur métabolisme

mitochondrial. Une telle régionalisation de la signalisation thyroïdienne pourrait ainsi jouer un rôle

dans la spécification des sous-types d'interneurones générés à partir des CSNs. Cela serait en accord

avec l'observation de  Santilli  et  al. selon  laquelle  des  conditions  de différenciation  hypoxiques

influencent  la  génération  du  sous-type  neuronal  issu  de  la  différenciation  de  CSNs  humaines

(Santilli  et al., 2010). L'étude de la migration et de la différenciation des neuroblastes issus des

différentes  régions  de  la  SVZ,  ainsi  que  de  leur  métabolisme  mitochondrial,  dans  différentes

conditions  de  disponibilité  en  HTs,  pourrait  permettre  de  déterminer  si  des  différences  de

métabolisme mitochondrial sont liées à la mise en place d'un type d'interneurone particulier.

Comme nous l'avons vu,  le  passage d'un métabolisme basé  sur  la  glycolyse  à  un métabolisme

utilisant  principalement  la  phosphorylation  oxydative  provoque  d'importants  changements  au

niveau  de  la  production  d'ATP et  de  lactate,  mais  aussi  de  la  formation  de  nouveaux  lipides,

nucléotides et acides aminés (voir Figure 27). Ainsi le métabolisme glycolytique permet notamment

aux  cellules  prolifératives  de  produire  une  plus  grande  quantité  de  lipides,  nécessaires  à  la

génération  de  la  membrane  des  cellules  filles.  Mes  résultats  indiquent  que  les  cellules  se

déterminant en OPCs, au lieu de voir leur respiration mitochondriale − et donc leur phosphorylation

oxydative  − augmentée,  conservent  un  métabolisme  principalement  basé  sur  la  glycolyse.  La

présence de T3 peut participer à la diminution de la biosynthèse lipidique, grâce à une activation

directe du gène codant SPOT14 (Seelig  et al., 1981, Cunningham et al., 1998). Au contraire des

NPCs, les OPCs expriment la DIO3 (Remaud  et al., 2017), invalidant la T3 : la limitation de la

production lipidique par la T3 ne peut pas avoir lieu dans ce type cellulaire. 

Il serait intéressant d'évaluer si le ratio entre les deux types de métabolismes énergétiques reste

différent  dans  les  phases  plus  tardives,  lors  de  la  différenciation  et  de  la  maturation  des

oligodendrocytes et des neurones. Sachant que les oligodendrocytes matures doivent produire une

quantité importante de lipides pour générer la myéline, qu'ils contiennent moins de mitochondries
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que les neurones et que celles-ci sont peu actives et peu mobiles  (Rinholm et al., 2016), et enfin

qu'elles utilisent une grande quantité de lactate (Rinholm et al., 2011, Sánchez-Abarca et al., 2001),

il  est  en  effet  possible  que  les  différences  de  métabolisme  initiées  dès  la  détermination  des

progéniteurs  soient  également  retrouvées  partiellement  dans  les  cellules  matures.  Même  si  les

oligodendrocytes  matures  utilisent  nécessairement  la  respiration  mitochondriale  de  façon  plus

importante  que  les  OPCs,  il  est  probable  que  leur  métabolisme  glycolytique  reste  cependant

supérieur à celui des neurones. 

Une compréhension fine des mécanismes impliqués dans le choix du destin et de la différenciation

des CSNs adultes est essentielle dans le cadre de la lutte contre les maladies neurodégénératives.

Des traitements visant à favoriser la génération de nouveaux neurones et/ou de nouvelles cellules

gliales pourraient en effet réduire l'impact et la progression de ces maladies. Plus généralement,

l'importance des facteurs extrinsèques sur la modulation de la prolifération et de la différenciation

des  CSNs  implique  que  des  variations  de  facteurs  externes  peuvent  avoir  un  impact  sur  la

neurogenèse.  Ainsi,  une variation des taux d'hormones circulantes (HTs, prolactine,  œstrogènes,

progestérone, testostérone, mélatonine, insuline) peut avoir des conséquences sur la prolifération, la

détermination, la différenciation, la migration et la maturation des neurones et des cellules gliales,

lors  de  la  neurogenèse  adulte  comme  lors  de  la  neurogenèse  embryonnaire.  Mais  certaines

molécules présentes dans l'environnement peuvent aussi moduler ces signalisations hormonales. À

notre époque, de nombreux xénobiotiques peuvent en effet perturber le fonctionnement normal des

hormones,  et  notamment  des  HTs :  les  perturbateurs  endocriniens  (PEs).  Les  PEs  ciblant  la

signalisation thyroïdienne peuvent par exemple interférer avec la synthèse des HTs ou de la TSH,

avec le fonctionnement des désiodases, ou encore avec les transporteurs des HTs (Leonetti  et al.,

2016, Patrick, 2009, Porterfield, 2000, Dong  et al.,  2017). Chez l'homme, plusieurs dizaines de

molécules artificielles, dont certaines peuvent agir en tant que PEs, sont présentes aujourd'hui dans

le sang d'une majorité de personnes testées (Woodruff et al., 2011), dans le liquide amniotique des

femmes enceintes (Cariou et al., 2015), ou encore dans le lait maternel (Gascon et al., 2012). Or il a

été montré, dans différents modèles animaux, que le développement cérébral pouvait être impacté

par certains de ces PEs. L'exposition de têtards de xénope à un mélange de molécules retrouvées

dans le liquide amniotique des femmes enceintes entraîne ainsi une perturbation de la signalisation

thyroïdienne, qui se traduit par la modulation de plusieurs gènes cibles des HTs, et influence la

prolifération et le ratio neurones/oligodendrocytes dans le cerveau des têtards (Fini  et al., 2017).
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Une  exposition  à  des  retardants  de  flamme  durant  le  développement  embryonnaire  perturbe

également  la  signalisation  thyroïdienne,  entraînant  des  retards  psychomoteurs  et  mentaux  chez

l'homme et  le  rongeur (Czerska  et  al.,  2013),  tandis  qu'une  exposition  au  bisphénol-A (BPA),

également perturbateur de la signalisation thyroïdienne (Fini  et al., 2007, Somogyi  et al., 2016),

peut  inhiber  le  développement  dendritique  (Kimura-Kuroda  et  al.,  2007).  La  méta-analyse  de

plusieurs études réalisées  chez l'homme a montré l'existence d'une corrélation négative entre  le

quotient  intellectuel  d'enfants  et  leur  exposition  à  des  PCBs  (Polychlorobiphényles)  avant  la

naissance  (Wise  et al., 2012). L'exposition au BPA peut par ailleurs empêcher une myélinisation

normale durant le développement, et inhiber la prolifération et la différenciation cellulaires lors de

la neurogenèse embryonnaire et adulte chez le rat (Tiwari et al., 2015a, Tiwari et al., 2015b). Or, il

a été montré qu'une exposition au BPA peut entraîner des dysfonctionnements mitochondriaux dans

de nombreux types cellulaires, dont les CSNs de l'hippocampe chez le raton (Agarwal et al., 2016).

Agarwal et al. ont ainsi montré que l'exposition au BPA entraîne une perturbation des dynamiques

mitochondriales dans les CSNs de l'hippocampe, provoquant une augmentation de la production de

ROS et une diminution de la production d'ATP du fait d'une suractivation de DRP1 (Agarwal et al.,

2016).  Compte  tenu  de  la  capacité  du  BPA à  perturber  la  signalisation  thyroïdienne,  et  de

l'importance des HTs dans la modulation des dynamiques et  de l'activité mitochondriales,  il  est

probable que les effets mitochondriaux observés par Agarwal et al. soient directement liés à l'impact

du  BPA sur  la  signalisation  thyroïdienne  lors  de  la  neurogenèse  hippocampale.  Une  étude

approfondie  des  effets  des  PEs  sur  le  métabolisme  mitochondrial  lors  de  la  neurogenèse

embryonnaire et adulte apparaît ainsi très pertinente au vu des enjeux de santé publique soulevés

par une exposition devenue presque inévitable à de nombreux PEs.

Ce travail de doctorat m'a permis d'étudier l'influence croisée de la signalisation thyroïdienne et du

métabolisme  mitochondrial  sur  la  neurogenèse  adulte.  Cette  interaction  entre  la  signalisation

thyroïdienne  et  le  métabolisme  a  jusque-là  rarement  été  étudiée  dans  ce  contexte.  Grâce  au

développement de protocoles spécifiques qui m'ont permis de quantifier la production de ROS et la

respiration mitochondriale des différents types cellulaires co-existants dans la SVZ  in vivo et  in

vitro,  et ce dans différents contextes  thyroïdiens,  j'ai  pu montrer  que l'action des HTs induit  la

détermination  des  CSNs  de  la  SVZ  adulte  vers  un  destin  neuronal  grâce  à  l'activation  des

mitochondries.  Un  contexte  hypothyroïdien  ou  une  inhibition  de  l'activité  mitochondriale

empêchent ainsi l'engagement des cellules vers la voie neuronale, mais pas vers la voie gliale. En
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Figure 50: Processus potentiellement impliqués dans l'activation du métabolisme mitochondrial par les HTs lors
de  la  détermination  neuronale.  La  transthyréthine  (TTR)  est  présente  dans  le  cytoplasme  des  NPCs,  jouant
potentiellement un rôle important dans la présence d'HTs dans ce type cellulaire. Une activation des pompes à calcium
membranaires  par  les  HTs,  en  favorisant  une  augmentation  de  calcium  intra-cytoplasmique,  pourrait  entraîner
l'activation de la calcineurine, elle-même activatrice de DRP1. La calcium étant de plus indispensable à l'activation
mitochondriale,  les  HTs  pourraient  également  influencer  la  phosphorylation  oxydative  (OXPHOS)  par  ce  biais.
Plusieurs autres actions précoces des HTs pourraient participer à cette activation, parmi lesquelles leur interaction avec
les  récepteurs  mitochondriaux  p28  et  p43  ou  l'activation  des  transferts  d'ADP  et  d'ATP  entre  mitochondries  et
cytoplasme via les ANTs. Dans un deuxième temps, l'activation transcriptionnelle de la mGPDH, de l'ANT2 ou de la
transferrine peuvent également promouvoir l'activité mitochondriale. 



comparaison des cellules se déterminant en NPCs, la génération d'OPCs nécessite donc une phase

de  transition  plus  longue  pour  passer  d'un  métabolisme  glycolytique  à  un  métabolisme

principalement basé sur la phosphorylation oxydative. Cette transition plus tardive est permise par

des  mécanismes  de  protection  vis-à-vis  de  la  signalisation  thyroïdienne.  À l'inverse,  les  NPCs

n'expriment pas de modulateurs négatifs de l'action des HTs, comme la DIO3. En revanche,  ils

expriment le récepteur TRα1, qui permet aux HTs de moduler l'expression des gènes cibles. Mes

résultats montrant la présence de la TTR dans les cellules engagées vers la voie neuronale vont dans

le sens d'un nécessité des HTs pour cette détermination neurale. De plus, le maintien de SIRT1 dans

les NPCs et les neuroblastes pourrait jouer un rôle important de coactivateur du TRα1 au niveau

génomique. Dans la lignée neuronale, les actions non-génomiques et génomiques des HTs peuvent

ainsi induire, entre autres, l'activation du métabolisme mitochondrial. Les nombreuses données de la

littérature laissent penser que les actions non-génomiques des HTs permettent dans un premier lieu

de mettre en place un environnement favorable à l'activation mitochondriale, notamment grâce à

l'augmentation  des  échanges  de  calcium,  ou  à  l'activation  des  ANTs  de  la  membrane

mitochondriale. Les HTs interagissent de plus avec plusieurs voies de signalisation impliquées dans

la régulation de la prolifération et de la détermination cellulaire.  Les HTs activent également la

fission mitochondriale, nécessaire à l'augmentation de la respiration, à la migration cellulaire et à

une  répartition  intracellulaire  adéquate  de  la  production  d'énergie  dans  les  neuroblastes.  Si  le

processus par lequel les HTs induisent l'activation de DRP1 reste à élucider, l'hypothèse peut être

avancée  que les  HTs pourraient  favoriser  cette  activation  via  les  échanges  de  calcium,  ou  par

l'intermédiaire du récepteur tronqué aux HTs p28, situé dans la membrane mitochondriale interne. Il

serait  intéressant  d'étudier  si  des  régulations  existent  entre  les  HTs  et  d'autres  acteurs  des

dynamiques mitochondriales, tels que les mitofusines (fusion), OPA1 (fusion et fission), ou FIS1

(fission).  Mes  résultats  montrent  une  diminution  du  signal  de  PGC1α (mitogenèse)  après  la

détermination  des  progéniteurs,  qui  pourrait  s'expliquer  par  l'important  besoin  de  générer  des

mitochondries lors de la prolifération. Ce résultat nécessite néanmoins d'être validé. De nombreuses

autre  pistes  pourraient  être  explorées  concernant  l'activation  mitochondriale  des  HTs lors  de la

détermination, telles que l'activation transcriptionnelle de la mGPDH, de l'ANT2 ou encore de la

transferrine. 

Ainsi,  ce  travail  a  permis  de  révéler  l'importance  d'une  action  conjointe  de  la  signalisation

thyroïdienne  et  du  métabolisme mitochondrial  dans  la  régulation  du  choix  du  destin  cellulaire

neurone/glie  chez  la  souris  adulte.  Il  apparaît  nécessaire  de  poursuivre  les  recherches  afin  de

comprendre  de  manière  plus  précise  les  processus  par  lesquels  les  HTs  et  la  respiration

mitochondriale  coopèrent  pour  spécifier  le  destin  des  cellulaire  souches  neurales  et  la
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différenciation des progéniteurs engagés vers un destin particulier. De tels travaux sont essentiels

pour mieux comprendre et appréhender l'évolution des maladies neurodégénératives, et pour être en

mesure d'évaluer l'impact potentiel des perturbateurs hormonaux sur la neurogenèse. 
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Annexe  I :  Transient  hypothyroidism  favors  oligodendrocyte  generation

providing functional remyelination in the adult mouse brain

Article soumis le 29 juin et accepté pour publication le 5 septembre 2017 dans le journal eLife.

Remaud, S.,  Ortiz,  F. C.,  Perret-Jeanneret,  M., Aigrot,  M. S.,  Gothié J.  D.,  Fekete, C.,  Kvárta-Papp, Z.,

Gereben,  B.,  Langui,  D.,  Lubetzki,  C.,  Angulo,  M.  C.,  Zalc,  B.  and  Demeneix,  B.  (2017)  'Transient

hypothyroidism favors oligodendrocyte generation providing functional remyelination in the adult mouse

brain', Elife, 6. ; doi : 10.7554/eLife.29996.
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Abstract In the adult brain, both neurons and oligodendrocytes can be generated from neural

stem cells located within the Sub-Ventricular Zone (SVZ). Physiological signals regulating neuronal

versus glial fate are largely unknown. Here we report that a thyroid hormone (T3)-free window, with

or without a demyelinating insult, provides a favorable environment for SVZ-derived

oligodendrocyte progenitor generation. After demyelination, oligodendrocytes derived from these

newly-formed progenitors provide functional remyelination, restoring normal conduction. The

cellular basis for neuronal versus glial determination in progenitors involves asymmetric partitioning

of EGFR and TRa1, expression of which favor glio- and neuro-genesis, respectively. Moreover,

EGFR+ oligodendrocyte progenitors, but not neuroblasts, express high levels of a T3-inactivating

deiodinase, Dio3. Thus, TRa absence with high levels of Dio3 provides double-pronged blockage of

T3 action during glial lineage commitment. These findings not only transform our understanding of

how T3 orchestrates adult brain lineage decisions, but also provide potential insight into

demyelinating disorders.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.001

Introduction
In Multiple Sclerosis (MS) neurological disability results from myelin and axonal degeneration. Inflam-

mation-induced loss of myelin renders axons more susceptible to injury, leading to greater probabil-

ity of permanent handicap and accumulated disease burden (Dutta and Trapp, 2011; Mahad et al.,

2015). Therefore, alongside available anti-inflammatory treatments, current therapeutic strategies

aim at enhancing myelin repair. In particular, screening of repurposing molecules favoring prolifera-

tion, differentiation and maturation of endogenous oligodendrocyte precursor cells (OPCs) have

been deployed (Buckley et al., 2010; Deshmukh et al., 2013; Mei et al., 2014; Najm et al., 2015).
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Endogenous myelin repair could exploit the two sources of OPCs that exist in the adult mamma-

lian brain: the resident parenchymal OPCs (pOPCs) (Dawson et al., 2003; Tripathi et al., 2010;

Wolswijk and Noble, 1989) and mouse subventricular zone-derived oligodendrocyte progenitors

that then generate newly formed OPCs locally (SVZ-OPCs) (Nait-Oumesmar et al., 2007). Remyeli-

nation from pOPCs is known to produce thin myelin (Xing et al., 2014). In pathological settings

such as MS, this limited remyelination produces so-called shadow plaques (Franklin, 2002;

Périer and Grégoire, 1965). However, autopsies of a large cohort of MS patients show complete

remyelination in certain periventricular areas, that is, in the vicinity of the SVZ, as opposed to shadow

plaques, usually observed elsewhere in the brain and spinal cord (Patrikios et al., 2006). Further-

more, examination of post-mortem MS brains revealed mobilization of human SVZ-OPCs (Nait-

Oumesmar et al., 2007). Together, these observations suggest that in humans, endogenous remye-

lination driven by SVZ-OPCs can provide full remyelination. Supporting this concept, it has been

recently shown in mice that SVZ-OPCs produce thicker myelin sheets, similar to those formed during

normal development (Xing et al., 2014). Therefore, stimulation of the regenerative potential of SVZ-

OPCs could be a promising perspective for the development of therapies in the context of demye-

linating diseases such as MS.

In the adult rodent, Neural Stem Cells (NSC) localized in the SVZ neurogenic niche generate glial

and neuronal progenitor cells. Neuroblasts migrate tangentially toward the olfactory bulb through

the rostral migratory stream (RMS) and differentiate as interneurons (Doetsch et al., 1999; Lois and

Alvarez-Buylla, 1993). In contrast, oligodendrocyte progenitor derived SVZ-OPCs migrate radially

and tangentially into the corpus callosum (CC), striatum or cortex and differentiate into mature mye-

linating oligodendrocytes. Under physiological conditions, production of SVZ-OPCs is lower com-

pared with the number of neuroblasts that migrate along the RMS (Menn et al., 2006; Suzuki and

Goldman, 2003). However, after a demyelinating insult (Keirstead and Blakemore, 1999; Nait-

Oumesmar et al., 1999) or exposure to various extrinsic signals (El Waly et al., 2014; Ortega et al.,

2013), NSC commitment switches towards production of oligodendrocyte progenitors that give rise

to OPCs that migrate into the neighboring white matter. Stimuli favoring oligodendrocyte progeni-

tor production include Epidermal Growth Factor Receptor signaling (EGFR). EGFR overexpression in

the adult rodent SVZ increases oligodendrogenesis under physiological and pathological conditions,

facilitating brain recovery after demyelination (Aguirre et al., 2007; Doetsch et al., 2002;

Scafidi et al., 2014).

The continuous generation of neuronal and glial progenitors makes the adult SVZ a unique system

in which to study the molecular mechanisms regulating stem cell fate decisions. Whether and how

the same signal can orient cell fate decision towards one or the other direction is still an open ques-

tion. Thyroid hormone (TH) is a key homeostatic signal dynamically regulating neurogenesis. Within

the neurogenic niches of the adult mammalian brain, TH regulates progenitor commitment to a neu-

ronal fate (Kapoor et al., 2015; López-Juárez et al., 2012), influencing learning, memory and mood

(Kapoor et al., 2015; Remaud et al., 2014). T3, the active form of TH, and its nuclear receptor

TRa1 promote NSC specification toward a neuronal identity in vivo through downregulation of (i)

the pluripotency gene Sox2 (López-Juárez et al., 2012; Remaud et al., 2014) and (ii) the cell cycle

genes Ccnd1 and Myc (Lemkine et al., 2005). This raises the question of whether T3 influences oli-

godendrogenesis from NSCs, at the level of progenitor determination in the adult SVZ, upstream of

its well-established role in oligodendrocyte differentiation and maturation (Barres et al., 1994;

Billon et al., 2002; Dugas et al., 2012).

To this end, we analyzed consequences on oligodendrogenesis of T3-depletion (hypothyroidism)

in a well-established murine model of demyelination after which we allowed for a short period of T3-

stimulated remyelination. We report that in a cuprizone-induced-demyelination model (Lud-

win, 1978) a hypothyroid window during the demyelination phase favors production of mature mye-

linating oligodendrocytes in the corpus callosum from SVZ-derived oligodendrocyte progenitors.

This newly generated wave of SVZ-derived oligodendrocytes produces a myelin of normal thickness,

whereas control euthyroid animals generate thinner myelin sheaths. By measuring compound action

potentials we show complete functional recovery.

We also addressed the cellular and molecular mechanisms underlying this T3-free dependent oli-

godendrocyte production. We show that during adult neurogenesis, the neuron versus glia cell fate

decision in newly derived NSC progenitors is determined respectively by the presence or absence of

both TRa1 and, T3, its ligand. Absence of TRa1 in oligodendrocyte progenitors is ensured by
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asymmetric segregation during mitosis of TRa1, a neurogenic factor (López-Juárez et al., 2012) and

EGFR, an established inductor of oligodendrogenesis (Aguirre et al., 2007). Absence of the ligand,

T3, in the EGFR + oligodendrocyte progenitors is ensured by high levels of Dio3, the T3 inactivating

deiodinase (St Germain et al., 2009). This oligodendrocyte progenitor-specific Dio3 expression

restricts TH availability in the glial lineage. In contrast, lower levels of Dio3 are found in neuronal pro-

genitors where TRa1 represses Egfr, reinforcing neuronal commitment. Taken together, the data

provide evidence that transient hypothyroidism favors lineage determination of adult multipotential

SVZ-progenitors towards an oligodendroglial fate and promotes functional brain remyelination in

vivo.

Results

A T3-free window during demyelination favors functional remyelination
Since T3 and its receptor, TRa, promote neuronal fate in the adult SVZ (López-Juárez et al., 2012)

we reasoned that the absence of T3, (hypothyroidism) might favor gliogenesis. To address this ques-

tion we investigated the role of hypothyroidism in generating oligodendrocyte progenitors in the

adult SVZ. Hypothyroidism was induced using MMI (0.1%) and NaClO4 (0.5%) during experimental

demyelination induced by oral administration of cuprizone (CPZ) (Figure 1A). CPZ treatment causes

marked demyelination in the corpus callosum (Ludwin, 1978). The demyelination phase was fol-

lowed by three T3/T4 pulses to stimulate oligodendrocyte maturation. A first control was to verify

responses to transient hypothyroidism without cuprizone treatment followed by T3/T4 treatment. As

shown in Figure 1—figure supplement 1A four weeks of hypothyroidism were sufficient to stimulate

significantly, and by nearly two-fold, oligodendrocyte progenitor numbers within the adult SVZ with-

out affecting numbers of corpus callosum resident OPCs. We next quantified responses to hypothy-

roidism during a CPZ-induced demyelination. CPZ has the experimental advantage that the process

of demyelination is temporally separated from the subsequent process of remyelination, allowing

the latter to be specifically studied without the complication of ongoing demyelination (Frank-

lin, 2015). CPZ-induced demyelination was accompanied by increased astrocytic (GFAP+) and micro-

glial (IBA1+) responses (Figure 1—figure supplement 1C,D). In accordance with our hypothesis,

transitory hypothyroidism during demyelination, followed by T3/T4 pulses (Figure 1A) to favor oligo-

dendrocyte maturation (Barres et al., 1994), increased Myelin Basic Protein (MBP) and Myelin Oligo-

dendrocyte (MOG), two markers of maturing oligodendrocytes, in the corpus callosum and septum

(Figure 1B and Figure 1—figure supplement 1B,E,F). Moreover, transient hypothyroidism during

demyelination also increased OLIG2 expression in the corpus callosum (Figure 1—figure supple-

ment 1G). OLIG2 is a basic loop helix transcription factor expressed throughout oligodendrocyte

lineage development (Lu et al., 2000). The nuclear localization of OLIG2 permitted quantification.

As shown in Figure 1—figure supplement 1G, after 7 days of recovery, the number of OLIG2+ cells

in the corpus callosum was decreased to 29.8 ± 10.6 OLIG2+ cells per 103 mm2 (p<0.05) in euthyroid

CPZ-treated mice (EuCPZ), whereas values were not significantly different for controls (unexposed to

CPZ) and hypothyroid CPZ-treated mice (HypoCPZ) (60 ± 8.1 and 44 ± 6.6 OLIG2+ cells per 103 mm2

respectively). Interestingly, in the latter mice (HypoCPZ), we observed a restricted lateral localization

of the MBP+ and MOG+ cell masses, above the dorsal part of lateral ventricles (see Figure 1B and

Figure 1—figure supplement 1B for MBP and Figure 1—figure supplement 1E,F for MOG).

These mature oligodendrocytes may be generated from resident adult OPCs or they may repre-

sent newly-generated OPCs having migrated from the SVZ into the corpus callosum. To analyze their

origin, we labeled progenitors within the SVZ using an eGFP lentivirus at 14d of demyelination (Fig-

ure 1—figure supplement 2). At 20d post-transfection by stereotaxic injection, not only did we

observe GFP+ cells in the SVZ, but also groups of GFP+ cells that had migrated into the corpus cal-

losum. We confirmed that more SVZ cells were recruited during a demyelinating insult in EuCPZ

mice (3.6 ± 2.8 GFP +cells per section, n = 3) compared to control mice (2 ± 1.4 GFP + cells per sec-

tion, n = 3). Hypothyroidism during demyelination increases this recruitment even more. HypoCPZ

mice had over three times more GFP+ cells (11.8 ± 20.9 GFP + cells per sections, n = 3) than EuCPZ

mice, the GFP+ cells displaying characteristic oligodendrocyte morphology (Figure 1—figure sup-

plement 2).
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Figure 1. Hypothyroidism during demyelination favors oligodendrogenesis. (A) Experimental procedure:

Cuprizone (CPZ) was added to the diet for 6 weeks (d0 to d42) and a T3-free window applied for one month, two

weeks after onset of CPZ treatment (d14 to d42). Three intraperitoneal injections of T3/T4 (d42, d44, d46) were

given to accelerate remyelination after return to normal diet. (B) Extent of de/re-myelination in the corpus

callosum was evaluated by MBP immunostaining 7d post-CPZ treatment. LV = lateral ventricle (C) Quantification of

actively cycling oligodendrocyte progenitors (EdU+ OLIG2+) in the SVZ (mean ± SEM, n = 5–6 mice per group,

**p=0.0015; Kruskal-Wallis test) and cycling pOPCs in corpus callosum during demyelinisation (d28) (mean ± SEM,

n = 4–6 mice per group, *p=0.0109; Kruskal-Wallis test). (D) Remyelination of the corpus callosum after CPZ diet

analyzed by electron microscopy of ultra-thin sections (Representative fields). Note that non-myelinated axons (red

asterisks) are more numerous in EuCPZ compared to HypoCPZ samples. (E) Density of remyelinated axons per

area (mm2) in CTL, EuCPZ and HypoCPZ after CPZ-induced demyelination (mean ± SEM, n = 12–18 sections from 2

(CTL) or 3 (EuCPZ and HypoCPZ) mice, CTL versus EuCPZ ***p<0.001, t = 7.952; EuCPZ versus HypoCPZ

***p<0.001, t = 25.835; One-way Anova test followed by Bonferroni post-hoc test) (F) Scatter plot of g ratio values

in CTL (dotted black line, n = 198), EuCPZ (grey line, n = 112), HypoCPZ (black line, n = 122). Scale bar in (B): 500

mm, in (D): 5 mm.
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Furthermore, we analyzed effects of hypothyroidism on cycling pOPCs numbers in the corpus cal-

losum versus cycling SVZ-derived OPC numbers using an EdU pulse applied at day 28 of demyelin-

ation. Applying the T3-free window during CPZ-induced demyelination increased cycling

oligodendrocyte progenitor numbers in the SVZ, but decreased pOPC numbers in the corpus cal-

losum (Figure 1C).

Taken together, these results show that the effects of hypothyroidism during demyelination pref-

erentially stimulate SVZ-OPCs production.

MBP expression does not necessarily indicate compact myelin formation, as premyelinating oligo-

dendrocytes also express MBP. Transmission electron microscopy (TEM) was used to quantify mye-

linated axons in the corpus callosum and to quantify whether the oligodendrocytes generated from

hypothyroidism-induced oligodendrocyte progenitors myelinate more than resident adult pOPCs.

TEM revealed increased myelinated axon density in the periventricular area of HypoCPZ versus

EuCPZ (Figure 1D,E). Further, evaluation of g-ratios representing myelin thickness with respect to

axon diameter revealed that the significant reduction in myelin thickness in EuCPZ (g = 0.83 ± 0.07)

versus controls not subjected to demyelination (g = 0.75 ± 0.07, p<0.001) was rescued in HypoCPZ

mice (g = 0.77 ± 0.06) (Figure 1D,F and Figure 1—figure supplement 3A,B). Both the increased

myelinated axon density and myelin thickness suggest structural and functional restoration of axons

in hypothyroid conditions. Moreover, we verified whether hypothyroidism applied during demyelin-

ation (and not T3 pulses applied during the one-week recuperation phase) is sufficient to restore nor-

mal myelin thickness. As shown in Figure 1—figure supplement 3C–E, the density of myelinated

axons as well as the g-ratio and the myelin thickness were also rescued in HypoCPZ compared to

EuCPZ treated-mice when mice in each group only received a saline solution (NaCl) after cuprizone

treatment.

To assess whether the T3-free window produced functional improvement of conduction in

HypoCPZ mice, we recorded evoked compound action potentials (CAPs) in coronal corpus callosum

slices. The demyelinated area was recognized as a brighter region surrounding white matter

(Figure 2A and Figure 2—figure supplement 1) (Sahel et al., 2015). In each condition tested CAPs

were characterized by a fast and slow component corresponding to myelinated and unmyelinated

fiber responses (Figure 2B). CAP amplitudes increased upon increasing pulse stimulation

(Figure 2B), being highly variable in all groups (coefficient of variation of the first component: 67.4%

in controls, 83.4% in EuCPZ, 82.4% in HypoCPZ). However, no differences were observed in normal-

ized stimulation-response curves between groups at any stimulation pulse (Figure 2C; p>0.05 two

way-ANOVA). Comparison of normalized CAP amplitudes revealed that the fast component was sig-

nificantly reduced in EuCPZ mice compared to controls, but completely rescued in HypoCPZ mice

(Figure 2D,E). Furthermore, the normalized area under the curve of the fast component (f-AUC) was

smaller in EuCPZ mice, but regained control values in HypoCPZ mice (Figure 2D,F). This functional

improvement was correlated with higher MBP expression levels in recorded slices of HypoCPZ mice

(Figure 2G). These experiments indicate an extensive functional recovery of demyelinated fibers

after transient hypothyroidism.

Figure 1 continued

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.002

The following source data and figure supplements are available for figure 1:

Source data 1. Hypothyroidism during demyelination favors oligodendrogenesis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.006

Figure supplement 1. A T3-free window during CPZ demyelination increases remyelination.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.003

Figure supplement 2. SVZ-OPCs are recruited to the corpus callosum following a demyelinating insult.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.004

Figure supplement 3. (A–B) Mice received T3/T4 pulses during the recuperation phase.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.005
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Tra1 and EGFR are associated with the neuronal and glial lineages
respectively
We next investigated the cellular and molecular mechanisms underlying stimulation of functional

remyelination induced by a short hypothyroidwindow. As T3-TRa1 is neurogenic (López-

Juárez et al., 2012), a logical prediction would be that TRa1 should be excluded from cells express-

ing early oligodendroglial markers, such as OLIG2 or SOX10 (Lu et al., 2000; Stolt et al., 2004).

Using the Thra-lacZ mouse (Macchia et al., 2001), we showed that TRa (bgal+) was strongly

expressed in cells positive for DCX (Figure 3A,D) a neuronal lineage marker (Sapir et al., 2000) but

Figure 2. Hypothyroidism during demyelination induces functional recovery of myelinated axons. (A) Differential interference contrast image showing a

brain slice (coronal view) from the CPZ group. CC = corpus callosum, arrowhead indicates the demyelinated lesion. (B) CAPs obtained following three

different stimulation strengths (20, 40 and 60 V) for the brain slice shown in (A). CAPs were obtained after substraction of the electrical artefact recorded

in presence of TTX 1 mM (inset). (C) CAP amplitudes normalized by the response at 60V. No differences were found between groups at any stimulation

strength (n = 10–14 per group per stimulation value, p>0.05; Two-way Anova test). (D) Representative examples of CAPs (upper panels) for the studied

groups. (E) Amplitude ratio between fast and slow components of the CAP (f-Amp/s-Amp, n = 10–14 per group, ***p<0.001; Kruskal-Wallis test

followed by a Dunn’s multiple comparison post-hoc test). (F) Normalized area under the curve for the fast component of the CAP (f-AUC, n = 10–14 per

group, ***p<0.001, *p<0.05, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison post-hoc test). (G) MBP expression was assessed by

immunostaining after the recordings (bottom panels), CC = corpus callosum, Ctx = cortex. Scale bars: 300 mm in (A), 100 mm in (G).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.007

The following source data and figure supplement are available for figure 2:

Source data 1. Hypothyroidism during demyelination induces functional recovery of myelinated axons.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.009

Figure supplement 1. Differential interference contrast image (coronal view) of recorded acute slices from control, EuCPZ and HypoCPZ groups.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.008
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Figure 3. T3/TRa1 signaling is excluded from the oligodendroglial lineage and represses EGFR expression in adult

SVZ. (A–D) Coronal sections of adult SVZ treated for immunohistochemistry, TRa1 (red in A and B) is not

expressed in OLIG2+ (grey) oligodendrocyte progenitors (A), nor SOX10+ (green) oligodendrocyte progenitors (B),

but is expressed in DCX+(green) neuroblasts (A) in the adult mouse SVZ. EGFR (red) is expressed in OLIG2+

(green) oligodendrocyte progenitors (C) but not in DCX+ (red) neuroblasts (middle panel in C). OLIG2 (red) and

SOX10 (green) are co-expressed in oligodendrocyte progenitors (right panel in C), but very few OLIG2+ cells

express DCX (white arrowhead in A). (D) Schematic representation of the brain area investigated. Tagged TRa1

was detected in TRa+/˚ mutant mice using a b-Gal antibody (A). To examine TRa1 expression in WT mice (B) a

TRa1 antibody verified on TRa+/˚ mutant mice (see materials and methods) was used. Scale bar: 10 mm. (E) T3
represses Egfr transcription in the adult SVZ. (means ± SEM, three experiments are pooled, n = 12 mice,

**p=0.001, t = 3.64, df = 30; unpaired two-tailed Student’s t test) (F) In vivo, T3 repression of Egfr-luc requires an

intact TRE. Transcription from wild-type (WT) and mutated (mut) constructs was compared following saline (NaCl)

or T3 injection. (means ± SEM, three experiments were pooled, n = 21–24 mice per group, **p<0.01. Kruskal-Wallis

test followed by a Dunn’s post-hoc test) (G) Transcription from pEgfr-Luc following loss (sh-TRa1 versus sh-ctl;

means ± SEM, n = 16 mice, *p=0.039, t = 2.16, df = 27; Unpaired two-tailed Student’s t test) and gain (TRa1 over-

expression versus control plasmid PSG5; means ± SEM, n = 12 mice, **p=0.043, t = 3.40, df = 14; Unpaired two-

tailed Student’s t test with Welch’s correction) of TRa1 function.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.010

The following source data and figure supplement are available for figure 3:

Source data 1. T3/TRa1 signaling is excluded from the oligodendroglial lineage and represses EGFR expression

in adult SVZ.

Figure 3 continued on next page
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excluded from OLIG2+ cells (Figure 3A,D and Figure 3—figure supplement 1A). In wild-type mice,

TRa1 was also excluded from SOX10+ cells, that are also OLIG2+ (Figure 3B,C). Further, in vitro

studies showed that TRa1 co-localized with other neuronal markers such as TUJ1 (Figure 3—figure

supplement 1B) but could be found in more mature OPCs expressing O4, another oligodendroglial

marker (Figure 3—figure supplement 1C,C’). As expected, EGFR, a major gliogenic factor

(Aguirre et al., 2007), co-localized with OLIG2, but was excluded from DCX+ cells (Figure 3C,D).

These experiments show that TRa1 is expressed in neural lineage cells whereas EGFR is more

restricted to glial lineage cells in the adult SVZ.

T3/TRa1 repress Egfr expression within the adult SVZ
The differential lineage-dependent pattern of TRa1/DCX versus EGFR suggested transcriptional

repression of EGFR by T3 in the SVZ, as seen in vitro (Xu et al., 1993). T3 treatment repressed Egfr

(Figure 3E) whereas hypothyroidism significantly increased SVZ Egfr mRNA (Figure 3—figure sup-

plement 1D). In parallel, EGFR+ SVZ cell numbers were significantly increased in mice lacking TRa1

(TRa˚/˚ mice) (Gauthier et al., 2001) (Figure 3—figure supplement 1E–G). Lastly, using an in vitro

neurosphere assay, we observed that T3 decreased by about two-fold the numbers of EGFR + cells

after 7d differentiation (Figure 3—figure supplement 1H). To examine T3/TRa1 effects on Egfr tran-

scription we used an in vivo gene transfer approach targeting the NSC population (Lemkine et al.,

2002). T3 repressed transcription from the wild-type Egfr promoter, whereas mutating a negative

Thyroid Hormone Response Element (TRE) in the Egfr promoter abolished T3/TRa1 repression

(Figure 3F). Loss of function using shTRa1 increased Egfr promoter activity (Figure 3G, left) whereas

gain of function with a TRa1-encoding plasmid repressed transcription (Figure 3G, right). Thus, Egfr

is a negative T3-regulated gene in the adult SVZ.

Tra1 and EGFR are asymmetrically distributed in mitotic progenitors
The lineage–dependent EGFR versus TRa1 distributions suggested potential asymmetric partitioning

during proliferation. TRa1 was found in 80% (±2%) of dividing cells, but was unequally distributed in

11% (±3.6%) of these (Figure 4A,B). In these, TRa1 localized to a polarized crescent in prophase

(Figure 4A,A’), segregating preferentially to one daughter cell in telophase (Figure 4B,B’). Since

asymmetric cell division can generate progeny with distinct fates, we analyzed respective distribu-

tions of TRa1 and EGFR. As previously reported (Sun et al., 2005), EGFR localized asymmetrically in

mitotic cells (see Figure 4C for a representative telophase), forming a crescent opposite that of

TRa1 during prophase (Figure 4D,D’). Hence, one daughter cell preferentially inherits TRa1 and the

other, EGFR (see telophase, Figure 4E,E’). Lastly, within the specific SOX2+ mitotic progenitor pop-

ulation, asymmetric TRa1 localization was observed in 20% (±3.4%) of these SOX2 + cells

(Figure 4F). This smaller proportion of cells displaying asymmetric TRa1 matches the oligodendro-

cyte versus neuron ratio produced in the adult SVZ in normal conditions, with the large majority of

cells being neuronal (Menn et al., 2006).

SVZ oligodendrocyte progenitors are protected from T3 action by type
three deiodinase expression
Transcriptional activity of TRa1 is modulated by availability of T3, the biologically active form of thy-

roid hormone. T3 availability is determined by the opposing actions of activating and inactivating

deiodinases (type 2 (Dio2) and type 3 (Dio3) respectively) (Gereben et al., 2008). As T3/TRa1

together downregulate Egfr we hypothesized that T3 availability could be limited by cell-specific dis-

tribution of the inactivating deiodinase Dio3, especially in EGFR+ activated NSC and progenitors.

Dio3 was strongly expressed in SVZ-NSCs co-expressing Nestin and SOX2 (Figure 5A) or GFAP (Fig-

ure 5—figure supplement 1A). Furthermore, Dio3 expression was strongest in EGFR+ (Figure 5B

and Figure 5—figure supplement 1B) and SOX2+ (Figure 5—figure supplement 1C,D) progenitors

Figure 3 continued

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.012

Figure supplement 1. TRa1 signalling is associated with a neuronal fate in vitro and in vivo.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.011
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and absent from DCX+ neuroblasts (Figure 5B and Figure 5—figure supplement 1B). Thus, even if

EGFR+ cells express low levels of TRa1, higher Dio3 will protect them from the neuronalizing effects

of T3. In the Pdgfra:GFP mouse (Hamilton et al., 2003), PDGFRa+ OPCs were still Dio3 positive

(Figure 5C). Strong co-expression of EGFR/Dio3 was confirmed in vitro, using adult SVZ neuro-

sphere cultures: in basal conditions, DCX+ cells had barely detectable Dio3 as opposed to strongly

Dio3 expressing-EGFR+ cells (Figure 5—figure supplement 1E).

To functionally address the significance of Dio3 expression in EGFR+ cells, we examined effects of

loss of Dio3 function, using gene transfer in vivo with shDio3 expressing-plasmid. Down-regulating

Dio3 expression by shDio3 significantly reduced cell proliferation by 50% (shctl: 9.2 ± 0.6 versus

shDio3: 4.6 ± 0.8, p=0.0097, Figure 5D) and numbers of OLIG2+oligodendrocyte progenitors by

30% (shctl: 55.5 ± 5.8 versus shDio3: 35 ± 6.6, p=0.032, Figure 5E), showing that down-regulation of

Dio3 is sufficient to modulate oligodendrogenesis.

To address further the effects of variations in T3 availability on cell fate, we used neurosphere cul-

tures. A 24 h, T3 (1 nM to 50 nM) pulse added before cell differentiation, promoted DCX+ neuronal

genesis at the expense of OLIG2+ populations. T3 (1 nM) decreased five-fold the ratio of OLIG2+-

versus DCX+ cell numbers (Figure 5—figure supplement 2A,B).

Bringing together these in vivo and in vitro results shows that type three deiodinase, preferen-

tially expressed in oligodendrocyte progenitors, maintains oligodendrogenesis in the adult SVZ.

Discussion
These results show that transient hypothyroidism stimulates oligodendrocyte production, by favoring

oligodendrocyte progenitor lineage decisions (Figure 6). We demonstrated that a T3-free window

promoted SVZ-derived oligodendrocyte progenitor and OPC generation followed by functional

remyelination in response to a demyelinating insult. In accordance with others studies SVZ-OPC-

driven remyelination, as opposed to resident adult pOPC-derived remyelination, resulted in wrap-

ping of denuded axons with myelin of normal thickness, restoring functional nerve conduction. Our

results strongly suggest that SVZ-derived OPCs are more prone to participate to efficient brain

remyelination than resident OPCs.
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Figure 4. Asymmetric TRa1/EGFR segregation in the adult SVZ. (A–F) TRa1 and EGFR segregate asymmetrically in the adult SVZ in vivo. Coronal

sections of WT adult mouse brain across the lateral ventricles were immunostained with anti-TRa1 (red) and/or anti-EGFR (C-E’, green) or anti-SOX2 (F,

green) antibodies. Mitotic figures in the SVZ were identified under confocal microscopy (A–F) and 3D reconstructions (A’, B’, D’, E’) performed. (A and

A’) During prophase, TRa1 is preferentially localized at one pole of the dividing cell. (B and B’) In telophase, only one of the daughters (left cell) has

inherited largely TRa1. The other (on the right) shows residual TRa1 expression. (C) During telophase, only one daughter cell (lower cell) inherited

EGFR. (D and D’) Double labeling for TRa1 and EGFR shows opposite pole localizations during prophase. (E and E’) During telophase, the left

daughter is enriched in TRa1 whereas the cell on the right received predominately EGFR. (F) Asymmetric distribution of TRa1 (upper pole) occurs in

SOX2+ progenitors Scale bar: 5 mm.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.013
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Under euthyroid conditions, oligodendrocyte progenitor determination is favored by three factors

that establish a T3/TRa1-free state around SVZ progenitors. First, there is asymmetric distribution of

EGFR and TRa1 in a subpopulation of proliferating progenitors. Second, the presence of the inacti-

vating deiodinase, Dio3 in NSCs, progenitors and early OPCs will ensure degradation of any sur-

rounding T3. Third, this Dio3-generated absence of T3 will limit repression of EGFR by any residual

TRa1. Together these mechanisms block T3/TRa1 signaling in glial-restricted progenitors. In con-

trast, in cells receiving TRa1, residual Egfr expression will be repressed by T3/TRa1 permitting neu-

ronal determination (López-Juárez et al., 2012).

Figure 5. Cell-specific Dio3 expression in the adult SVZ. (A–C) The inactivating deiodinase, Dio3, is detected in SVZ-derived OPCs, but not in DCX+

neuroblasts. (A) Dio3 (grey) is detected in NSC identified by co-expression of SOX2 (red) and Nestin (green) markers. (B) EGFR+ progenitors (green)

express high levels of Dio3 (grey). In contrast, Dio3 is hardly or not detected in DCX+ neuroblasts (blue). Dotted squares denote regions magnified in

insets. Red asterisks denote EGFR+ progenitors expressing high levels of Dio3. (C) In the Pdgfra-H2B:GFP transgenic adult mouse (nuclear GFP

staining), Dio3 (grey) is highly expressed in SVZ-derived OPCs (GFP+ cells). (D) Immunostaining against PH3 (mitotic marker, red) and (E) OLIG2 (OPC

marker, green) following stereotaxic injection into the SVZ of shDio3 or sh-control (shctl) plasmids. Dotted squares denote regions magnified in insets.

Quantification of PH3+ (mean ± SEM, two experiments were pooled, n = 12 slides from 6 animals, **p=0.0097, U = 11, Mann Whitney test) and OLIG2+

(mean ± SEM, two experiments were pooled, n = 10 slides from 6 animals, *p=0.0325, t = 2.316, df = 18; Unpaired two-tailed Student’s t test) cells in

the SVZ in the injected hemisphere. Scale bar in A-C: 10 mm, in D and E: 20 mm (inset, 50 mm).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.014

The following source data and figure supplements are available for figure 5:

Source data 1. Cell-specific Dio3 expression in the adult SVZ.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.017

Figure supplement 1. Expression of the inactivating deiodinase, Dio3, excludes TH signalling from NSC, progenitors and oligodendrocyte progenitors.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.015

Figure supplement 2. (A and B) SVZ tissues were sampled from WT adult mice for neurosphere culture.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.016
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These results could appear paradoxical given the rich datasets detailing the importance of T3 for

oligodendrocyte differentiation (Barres et al., 1994; Billon et al., 2002), maturation and myelination

(Dugas et al., 2012). Yet our results do not contradict this well-established concept. As expected,

addition of T3 following a period of hypothyroidism consolidates remyelination (Figure 1). Strikingly,

our data indicate that transient hypothyroidism during demyelination, prior to the addition of T3,

activates oligodendrogenesis in the dorsal SVZ favoring migration of remyelinating OPCs into the

corpus callosum.

Even if we cannot exclude a role of resident adult pOPCs following a transient lack of T3, several

arguments from our experiments favor a facilitating role of SVZ-derived OPCs in functional brain

repair. First, cell tracing using a eGFP lentivirus showed that the remyelinating OPCs derive from the

SVZ. Second, a hypothyroid window (without cuprizone treatment) was sufficient to bolster signifi-

cantly SVZ-OPCs and not resident pOPCs. Lastly, transient hypothyroidism increased the number of

cycling oligodendrocyte progenitors in the SVZ, but decreased the number of cycling pOPCs located

within the corpus callosum. Each of these findings suggest that SVZ-derived oligodendrocyte pro-

genitors preferentially respond to a lack of T3, as compared to pOPC populations.

The efficient remyelination capacity of SVZ–mobilized OPCs has been well-documented experi-

mentally in the mouse brain (Nait-Oumesmar et al., 2007; Xing et al., 2014). In accordance with

our results, Xing et al. (2014) and Brousse et al. (2015) demonstrated by in vivo fate-mapping that

the region of the corpus callosum adjacent to the SVZ is more permissive to remyelination than that

arising from pOPCs. A higher density of SVZ-derived OPCs is found adjacent to the dorso-lateral

LV
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Figure 6. Modulation of timing of thyroid hormone (T3) availability in the adult brain modifies cell fate decisions (neuronal versus oligodendroglial fate

choice) in the sub-ventricular zone (SVZ). T3 through its nuclear receptor, TRa1, favours progenitor commitment toward a neuroblast phenotype. In

contrast, a transient lack of T3 (T3-free window) increases numbers of oligodendrocyte progenitors (OPs) and thus SVZ-derived OPCs with the capacity

to repair myelin within the corpus callosum (CC) and to restore nerve conduction after a demyelinating insult. Note that, following progenitor

asymmetric division, the oligodendrocyte progenitor is protected from the neuralizing effects of T3 by (i) expression of the gliogenic factor EGFR and

the T3-inactivating enzyme (Dio3) and by (ii) the exclusion of TRa1.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996.018
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part of the SVZ after acute demyelination (Xing et al., 2014; Brousse et al., 2015). Moreover, our

study of myelin integrity deposited by newly generated oligodendrocytes after one-week of recovery

in hypothyroid mice showed a g-ratio similar to control mice and significantly lower than in euthyroid

mice. Of note, since animals were not examined for longer periods after stopping the cuprizone

diet, we cannot ascertain the stability of the remyelination observed. However, this finding is again

in agreement with published data showing that axons myelinated by SVZ-derived oligodendrocytes

have lower g-ratios than axons myelinated by pOPCs (Xing et al., 2014). Taken together, our work

and previous studies (Xing et al., 2014); Brousse et al., 2015) show that resident pOPCs should not

be considered as the only source of remyelinating cells and that SVZ-OPCs are also involved in effi-

cient myelin repair.

A potential caveat might be that our observation is limited to the corpus callosum and that our

findings cannot be extrapolated to other brain or spinal cord regions. However, in MS, lesions of the

corpus callosum and prefrontal cortex are also of primary clinical concern, with ensuing cognitive

impairments affecting decision-making with crucial consequences. So these findings have clinical rel-

evance, although we realize that reaching therapeutic applications through local modulation of thy-

roid hormone availability is complicated by the fact that MS lesions are asynchronous and not

localized to one particular area.

Turning to the capacity of resident OPCs to carry out remyelination, it is plausible that, despite

the thin myelin and short internodes generated, conduction speed could be partially restored. A

potential scenario would be recovery from a complete conduction block (demyelinated) to 45 m/s

(thin myelin) as opposed to 50 m/s with thick myelin. However, cognitive actions depend on rapid

decision-making and so, even in daily life, this slower conduction could still represent a severe handi-

cap. In this respect, the recovery of CAPs suggests that remyelination in the cuprizone model pre-

serves axon integrity as recently shown in an EAE model (Mei et al., 2016).

It is interesting to note that, although the movement or mobilisation of cells can only be inferred

when examining post-mortem tissue, in brains of MS patients, early glial progenitors were observed

more frequently in periventricular lesions as opposed to lesions further away from the ventricle

(Nait-Oumesmar et al., 2007). Furthermore, in experimental models (Bunge et al., 1961;

Stidworthy et al., 2003) as well as in MS patients (Périer and Grégoire, 1965), lesions that sponta-

neously remyelinate, forming ‘shadow plaques’, are characterized by a thinner myelin sheath. From

our data, one could predict that remyelination closest to the SVZ should not yield shadow plaques

because oligodendrocytes generated from SVZ-derived OPCs myelinate more efficiently and with

normal sheath thickness. Indeed, Patrikios et al. (2006) described 51 autopsies of human MS cases

and observed that complete remyelination was detected in some periventricular plaques, contrasting

with shadow plaques observed at a greater distance from ventricles. This finding bolsters the clinical

relevance of our findings and strengthens the concept that transient hypothyroidism could enhance

generation of SVZ-derived OPCs in demyelinating diseases, a property that could be exploited for

translational purposes.

Here we show that nerve conduction measured by evoked compound action potential is altered

in EU-CPZ treated-mice and is completely restored in Hypo-CPZ animals. Crawford and collabora-

tors reported that following 6 weeks-cuprizone diet with 3 to 6 weeks of normal diet led to regener-

ation of myelin but did not fully reverse nerve conduction (Crawford et al., 2009), underlining the

contrast with our data in hypothyroid conditions. Furthermore, using a mouse model of hypoxia,

Scafidi et al. (2014) demonstrated that EGFR treatment rescued the increase in g-ratio in associa-

tion with a complete functional recovery. These data emphasize the importance of myelin repair to

recover normal functional axon conduction.

Our work demonstrates how an inactivating deiodinase that limits availability of a homeostatic

endocrine signal, T3, determines neuronal cell fate decision. This result has evolutionary implications.

Beyond the questions raised by co-evolution of the thyroid gland and the appearance of myelina-

tion, current hypotheses on the changes in vertebrate brain structure and function implicate control

of progenitor pool size (Miller et al., 2014). Interestingly, it has been shown that the Drosophila

EGFR homologue DER regulates midline glial cells survival during embryonic and larval stages in the

fly (Bergmann et al., 2002; Hidalgo et al., 2001; Zak and Shilo, 1990). The steroid ecdysone recep-

tor (EcR), the invertebrate homolog of TR that controls metamorphosis in insects, stops mitotic activ-

ity in the glial population and may induce terminal differentiation by interfering with Ras/MAPK

activity underlying DER activation (Giesen et al., 2003). Thus, the ecdysone receptor may be a

Remaud et al. eLife 2017;6:e29996. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.29996 12 of 20

Research article Developmental Biology and Stem Cells

https://doi.org/10.7554/eLife.29996


functional homologue of vertebrate TR in the regulation of the number of glial cells and their differ-

entiation. It is well established that brain development shares remarkable similarities between verte-

brates and invertebrates, notably in the biology of NSC niches (Reichert, 2009). Here we propose a

new evolutionary conserved crosstalk, between EGFR and the nuclear receptor superfamily contain-

ing EcR and TR, between vertebrates and invertebrates in the regulation of gliogenesis.

In conclusion, three major findings arise from this work. First, our results place a key homeostatic

factor, thyroid hormone, at the crossroads of cellular decisions in the adult mouse neural stem cell

niche, modulating actions of other players including TRa1 or EGFR that determine adult NSC com-

mitment to neuronal or oligodendrocyte progenitors, respectively. Second, we observe that newly-

generated OPCs produce myelin of normal thickness. This contrasts with the thinner myelin sheath

usually observed when remyelination is carried out by resident pOPCs, a situation that leads in MS

to shadow plaques. Finally, remyelination with a thick myelin sheath provides a fully functional recov-

ery, suggesting novel therapeutic targets for demyelinating disease.

Materials and methods

Animals
Swiss and C57BL/6 wild-type male mice, 8 weeks-old, were purchased from Janvier (Le Genest St.

Isle, France). Food and water were available ad libitum. All procedures were conducted according to

the principles and procedures in Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals. TRa˚ /˚ mice

(Gauthier et al., 2001), lacking all TRa gene products, were maintained on a 129/Sv strain (wild-

type 129/Sv mice were purchased from Charles River Laboratories, L’Arbresle, France). TR gene was

disrupted with an in-frame insertion of the LacZ reporter gene. The Thra-LacZ mouse was obtained

from Karine Gauthier (ENS, Lyon France).

Two-month-old PDGFRaEGFP mice were purchased from Jackson Laboratory (RRID:IMSR_JAX:

007669). They express a H2B-eGFP fusion protein from the endogenous Pdgfra locus.

Hypothyroid and hyperthyroid treatments
To induce hypothyroidism, 8 week-old male mice were given iodine-deficient food containing 6-n-

propyl-2-thiouracil (PTU) at 0.15% (Harlan Tekland, Madison, WI) for two weeks. To induce hypothy-

roidism in newborn mice, pregnant dams were fed with PTU diet from day 14 of gestation through

lactation. To test TH effects, T3 alone (2.5 mg/g body weight, bw) diluted in physiological solution

(0.9% saline) was injected subcutaneously (s.c) in newborn mice or a mix of T3/T4 (0.3/0.012 mg/g

bw) was given intraperitoneally (i.p.) in adult mice along with 1.2 mg/ml of T4 in drinking water. Fur-

thermore, the hypothyroid window in demyelination experiments (see below) was induced by admin-

istrating 0.25% methimazole (MMI) and NaClO4 (0.5%) in drinking water for 28 days.

Plasmids, non-viral injections for in vivo studies
Egfr-luc plasmid, provided by Zhang et al. (2007), contains �1242 to �21 bp of the mouse Egfr

promoter cloned upstream of the Firefly luciferase coding sequence of the pGL3-enhancer Luciferase

reporter vector. One putative TRE in the Egfr promoter region was mutated in the Egfr-luc reporter

plasmid using the QuickChange II XL Site-directed Mutagenesis kit (Strategene, La Jolla, CA). The

plasmid driving transcription of a shRNA against Dio3 (sh-Dio3) was generated by Eurofins MWG

Operon. The sh-Dio3 was produced by gene synthesis and incorporated downstream of a CMV-H1

hybrid promoter (Hassani et al., 2007). The sh-TRa1 and the TRa1 expressing plasmids were as

described (Hassani et al., 2007).

Plasmids DNA were diluted in a 5% glucose solution and complexed with in vivo-jetPEI (Polyplus

transfection) with a ratio of 6 PEI nitrogen per DNA phosphate (Goula et al., 1998). As previously

described (Goula et al., 1998), one-day old newborn mice were stereotaxically transfected into the

lateral ventricle of the brain (bilateral injection) with 1 mg DNA in 2 ml. Mice were sacrificed 48 hr

after transfection and SVZ were dissected and luciferase activity was assayed following the manufac-

turer’s protocol (Promega, Madison, Winsconsin, USA). Luciferase activity was measured 48 hr after

transfection to allow shRNA expression. Adult Swiss OF1 mice were transfected by stereotaxic injec-

tion into one lateral ventricle (unilateral injection, 0.2 mm posterior to bregma, 1.1 mm lateral, 2.2

mm deep from the pial surface) with 2.5 mg DNA (maximal dose) in 5 ml.
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Lentiviral injection
SVZ-cells were labeled using a CMV-eGFP lentivirus (generously provided by Marie-Stéphanie

Aigrot, ICM, Paris) by stereotaxic injection. One ml of the lentivirus stock, titered as 1.64E + 09 TU/

ml by FACS, was injected into the lateral ventricles of adult mice (n = 3 mice per group) using the

same coordinates as described above. Viral particles were injected over 10 min at 300 nl/min to limit

reflux along the needle track. We also used an ultra-fine silica fiber needle (200 � 100 mm) that

reduces damage during intra-cerebro-ventricular injections.

Immunostaining
Mice were anesthetized with Pentobarbital (130 mg/kg, Centravet) and perfused through the left

heart ventricle rapidly with PBS and then with 4% paraformaldehyde in PBS (0.1 M, pH 7.4) and

post-fixed at room temperature for 2 hr in the same fixative solution. Brains were cryoprotected in

30% sucrose in PBS at 4˚C, embedded in OCT, frozen and stored at �80˚C until processed. Brain

coronal sections (30 mm thick) were incubated for 1 hr in a blocking solution of 10% normal donkey

serum (Sigma) and 1% BSA (Sigma) in PBS and then incubated with the primary antibody diluted in

the blocking solution overnight at 4˚C. After washing in PBS (3 times for 10 min), sections were incu-

bated with fluorescent secondary antibodies (1/500, Invitrogen) for 2 hr at room temperature. Three

washing in PBS were then performed and sections were mounted onto SuperFrost glass slide (Fisher)

before being mounted with Prolong Gold antifade reagent containing DAPI (Invitrogen).

Primary antibodies used: rabbit anti-TRa1 (Rockland, 1/300, see below for antibody specificity

verification), rabbit anti-EGFR (Millipore, 1/300), rabbit anti-Sox2 (Millipore, 1/300), goat anti-Sox2

(Santa-Cruz, 1/200), rabbit anti-PH3 (Millipore, 1/300), rabbit anti-Olig2 (Millipore, 1/300), guinea-

pig anti-DCX (Millipore, 1/300), guinea-pig anti-Sox10 (gift from M. Wegner, 1/600), rabbit anti-Dio3

(Novus Biologicals, 1/500), rabbit anti-MBP (Millipore, 1/500), chicken anti-GFAP (Millipore, 1/500),

rabbit anti-Iba1 (Millipore, 1/500), mouse anti-O4 (cultured supernatant produced in the lab, 1/10),

rabbit anti-Sirt1 (Millipore, 1/500), mouse anti-Tuj1 (Abcam, 1/200), goat anti-b-galactosidase (Cap-

pel, 1/300).

The specificity of the TRa1 antibody (Rockland) was determined in three distinct experimental

settings. First, immunocytochemistry with this antibody gave exactly the same expression pattern as

with a bgal-antibody used in the heterozygous TRa/LacZ mouse. In this mouse, the fusion protein

TRa-bgal, is expressed from the TRa allele (Macchia et al., 2001) as reported in López-Juárez et al.

(2012). Second, DCX was found to be co-expressed with TRa1 when TRa1 was detected either

using Rockland antibody in WT mice (as in López-Juárez et al., 2012) as well as with bgal antibody

to detect tagged TR protein in TRa/LacZ mice (Figure 3A, this paper). Finally, the antibody gave the

same cell-specific pattern as GFP following in vitro transfection of pTRa1:GFP DNA plasmid

(Mavinakere et al., 2012) transfection using the neurosphere assay (data not shown).,

Secondary antibodies used: donkey anti-rabbit (Alexa Fluor 488, 594 and 647 nm), donkey anti-

guinea pig (594 nm), donkey anti-goat (594 nm), donkey anti-chicken (594 nm), donkey anti-mouse

(594 nm) all used diluted (1/500) in PBS containing 1% BSA and 1% normal donkey serum.

Images were acquired using LSM 710 and SP5 confocal microscopes. For confocal imaging of

asymmetric cell division, a stack of images through the SVZ (a minimum of 20 images with a 0.2 mm

step in the z-axis) was collected and projection (average) images made from z-stacks using Fiji soft-

ware Amira software was used to create 3D reconstructions of the asymmetric cells. Note that cell

divisions were easily observed using two parameters: (i) PH3 staining reporting cell undergoing mito-

sis and (ii) condensed chromatin throughout the various stages of mitosis. The major phases of cell

cycle progression were determined as a function of chromatin condensation, nuclear size and sepa-

ration of daughter nuclei.

A signal threshold was applied using Fiji software to separate cell populations expressing differ-

ent levels of protein markers determined by immunohistochemistry. Following this analysis, the sta-

tistical validity of the differences between sub-populations was established using ANOVA test.

Real-time PCR analysis
Lateral walls of the lateral ventricles were dissected under a binocular microscope, snap frozen in liq-

uid nitrogen and stored at �80˚C. Total RNA was extracted with RNAble according the protocol

provided with the reagent (Eurobio), concentrations/integrity were measured and stored at �80˚C in
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Tris 10 nM (ou mM)/EDTA 0.1 mM (pH 7.4). One microgram of total RNA was reverse-transcribed

using high capacity cDNA reverse Transcription kit (Applied Biosystems). For qPCR analysis, 2 ml of

cDNA (diluted 20-fold) were used as template in a final volume of 20 ml per well. TaqMan specific

probes (Applied Biosystems) used were the following: Egfr (Mm00433023_m1) and control assays

(GAPDH, Mm99999915_g1). qPCR reaction was performed using ABI PRISM 7300 Sequence Detec-

tion System (Applied Biosystems) as described previously (Decherf et al., 2010).

Neurosphere culture and differentiation
Five animals were sacrificed per preparation and the brains were sliced into small pieces. SVZ were

dissected in DMEM-F12-glutamax (Gibco) and the lateral walls of the lateral ventricles were incu-

bated in papain solution for 30 min at 37˚C to obtain a single-cell suspension. Cells were collected

by centrifugation at 1000 rcf for 5 min. The cellular pellets were resuspended in 200 ml of DMEM-

F12 (Gibco). Cells (105) were cultured in complete culture medium (DMEM-F12 [Gibco], 40 mg/ml

insulin [Sigma], 1/200 B-27 supplement [Gibco], 1/100 N-2 supplement [Gibco], 0.3% glucose, 5 nM

Hepes, 100 U/ml penicillin/streptomycin) containing 20 ng/ml of EGF and 20 ng/ml of FGF2 (Pepro-

tech) for one week to obtain primary neurospheres. The cultures were maintained in a 5% CO2 envi-

ronment at 37˚C for 7 days. To analyse cell differentiation, neurospheres were dissociated into single

cells and 2.105 cells were plated on Matrigel-coated glass coverslips in 24-well plated in complete

culture medium without EGF/FGF2 for 7 days. To test the effects of T3 on the early neuron/glia cell

fate choice, a dose-dependent pulse of T3 (1 nM, 10 nM, 50 nM) was given at day 1 of differentia-

tion. Cells from the control group were grown in complete culture medium with no addition of T3.

Six days later, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min.

Demyelination induction
Adult male mice C57BL/6, aged 8 weeks, were fed with 0.2% cuprizone (w/w) mixed into standard

mouse chow for a total of 6 weeks (42 days) to induce demyelination in the corpus callosum. After

cuprizone treatment, the diet was changed to normal chow for one week before studying remyelina-

tion at 49d. Aged matched normal controls (CTL) were fed with a standard chow without cuprizone.

To analyze the effects of a lack of T3 on remyelination, a critical hypothyroid window was applied

during the active phase of demyelination, for one month (from 14d to 42d).

Transmission Electron Microscopy
One week after the end of the CPZ diet animals were perfused with an intra-cardiac injection of a

solution containing 1.6% glutaraldehyde in phosphate buffer (0.12M, pH7.4). Brains were dissected

and post fixed overnight in the same fixative solution at +4˚C. Thick coronal sections (1 mm) at the

level of the lateral ventricle (mouse brain atlas from Paxinos interaural: 4.30 mm bregma: 0.50 mm)

were performed using a mouse brain slicer matrix (Zivic Instruments). Sections were rinsed with PB

and post fixed with 1% osmium tetroxide in PB for 1 hr. Samples were dehydrated in a graded series

of ethanol solutions (75, 80, 90% and 100%, 10 min each). Final dehydration was performed twice in

100% acetone for 20 min. Infiltration with Epon812 (epoxy resin) was performed in 2 steps: 1 night

at +4˚C in a 50:50 mixture of Epon and acetone, 6 hr at RT in fresh Epon812. Half sections were flat

embedded with a drop of fresh resin in between two pieces of Aclar plastic foil. Polymerization was

performed at 56˚C for 48 hr in a dry oven. For sectioning samples were positioned at 90˚ (from flat)

and cut with an UC7 ultramicrotome (Leica). Semi-thin sections (0.5 mm thick) were stained with 1%

toluidine blue in 1% borax. Ultra-thin sections (70 nm thick) were contrasted with 2% uranyl acetate

and Reynold’s lead citrate (Reynolds, ES (1963). The use of lead citrate at high pH as an electron

opaque stain in electron microscopy. They were observed with a Hitachi HT7700 electron micro-

scope, operating at 80 kV. Pictures (2048x2048 pixels) were taken with an AMT41B (pixel size: 7.4

mm x7.4 mm).

Acute slice preparation and compound action potential recordings
Acute coronal slices of corpus callosum (300 mm) were prepared from 3.5-month-old mice in an ice-

cold solution containing (in mM): 93 N-methyl-d-glucamine, 2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 30 NaHCO3, 20

HEPES, 25 glucose, 2 thiourea, 5 ascorbate, 3 pyruvate, 0.5 CaCl2, and 10 MgCl2 and incubated for

8 min in the same solution at 34˚C (pH 7.4 equilibrated with HCl). Then, they were transferred for 20
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min at 34˚C into a standard extracellular solution containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25

NaH2PO4, 26 NaHCO3, 20 glucose, 5 pyruvate, 1 CaCl2 and 2 MgCl2 and maintain at RT (95% O2,

5% CO2). This procedure allows for a good recovery and preservation of adult brain tissue after slic-

ing. Compound action potentials (CAPs) were recorded in a recording chamber perfused with the

extracellular solution at 2–3 mL/min at 34˚C. For comparison between the three groups of interest,

CAPs were always recorded in the same rostral corpus callosum region identified under the micro-

scope by the size of lateral ventricles opposed to the SVZ (N = 5 mice per group). Compound action

potentials (CAPs) were evoked by stimulating white matter fibers with a monopolar tungsten elec-

trode while a recording electrode (glass pipette) was placed either in the lesion core or normal

appearing white matter, according to the group (100 ms stimulations; Iso-Stim 01D, npi electronic

GmbH, Tamm, Germany). Electrophysiological recordings were obtained using Multiclamp 700B, fil-

tered at 4 kHz and digitized at 20 kHz. Digitized data were analyzed off-line using pClamp10.1

(Molecular Devices).

Statistical analysis
All analyses were performed using GraphPad Prism 5.00 software (Sans Diego, California). All values

are expressed as mean ± SEM. Each data group was first subjected to D’Agostino and Pearson nor-

mality Test. Statistical significance was determined using two-tailed Student’s test or non-parametric

Mann-Whitney test as indicated in figure legends. Multiple group comparisons were done using One

or Two-Way ANOVA according experimental design or Kruskal-Wallis test (followed by a Dunn’s

multiple comparison post-hoc test). Quantifications were carried out from at least two or three inde-

pendent experiments. Sample size (n) is mentioned in every figure legends. No statistical methods

were used to predetermine sample sizes, but our sample sizes are similar those generally employed

in the field. Variance was estimated for most results and no significant difference was found between

control and experimental groups. The p-value p<0.05 was considered significant. P values, t-distribu-

tions and degrees of freedom (df) are given in figure legends.

Study approval
All experimental procedures involving mice in our study were approved by the French Ministry of

Agriculture (authorization number, 01169.02).
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differentiation by ecdysone and Fos signaling. Mechanisms of Development 120:401–413. DOI: https://doi.org/
10.1016/S0925-4773(03)00009-1, PMID: 12676319

Goula D, Remy JS, Erbacher P, Wasowicz M, Levi G, Abdallah B, Demeneix BA. 1998. Size, diffusibility and
transfection performance of linear PEI/DNA complexes in the mouse central nervous system. Gene Therapy 5:
712–717. DOI: https://doi.org/10.1038/sj.gt.3300635, PMID: 9797878

Hamilton TG, Klinghoffer RA, Corrin PD, Soriano P. 2003. Evolutionary divergence of platelet-derived growth
factor alpha receptor signaling mechanisms. Molecular and Cellular Biology 23:4013–4025. DOI: https://doi.
org/10.1128/MCB.23.11.4013-4025.2003, PMID: 12748302

Hassani Z, François JC, Alfama G, Dubois GM, Paris M, Giovannangeli C, Demeneix BA . 2007. A hybrid CMV-H1
construct improves efficiency of PEI-delivered shRNA in the mouse brain. Nucleic Acids Research 35:e65.
DOI: https://doi.org/10.1093/nar/gkm152, PMID: 17426128

Hidalgo A, Kinrade EF, Georgiou M. 2001. The Drosophila neuregulin vein maintains glial survival during axon
guidance in the CNS. Developmental Cell 1:679–690. DOI: https://doi.org/10.1016/S1534-5807(01)00074-0,
PMID: 11709188

Kapoor R, Fanibunda SE, Desouza LA, Guha SK, Vaidya VA. 2015. Perspectives on thyroid hormone action in
adult neurogenesis. Journal of Neurochemistry 133:599–616. DOI: https://doi.org/10.1111/jnc.13093,
PMID: 25772646

Keirstead HS, Blakemore WF. 1999. The role of oligodendrocytes and oligodendrocyte progenitors in CNS
remyelination. Advances in experimental medicine and biology 468:183–197 . DOI: https://doi.org/10.1007/
978-1-4615-4685-6_15, PMID: 10635029
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 Supplementary figure legends 952 

 953 

Figure 1 – figure supplement 1.  954 

A T3-free window during CPZ demyelination increases remyelination.  955 

(A)  Quantification of Olig2+ oligodendrocyte progenitors in the SVZ and in the corpus 956 

callosum following four weeks of hypothyroidism (without cuprizone). (B) Quantification 957 

of MBP mean fluorescence intensity in the corpus callosum in control, EuCPZ and 958 

HypoCPZ mice (C and D) Hypothyroidism does not affect astrocyte (GFAP, grey) or 959 

microglial (IBA1, pink) responses. Scale bar: 500 µm. (E and F) Extent of remyelination 960 

was evaluated by MOG immunostaining in the corpus callosum (E) and in the septum (F) 961 

one week after the end of CPZ treatment. The mild remyelination observed in euthyroid 962 

mice contrasts with the intense remyelination of hypothyroid mice both in corpus callosum 963 

(E) and in the septum (F). Scale bar: 100 µm. (G) Extent of remyelination was evaluated 964 

by OLIG2 immunostaining in the corpus callosum one week after the end of CPZ diet. 965 

Scale bar: 30 µm.   966 

 967 

Figure 1 – figure supplement 2. 968 

SVZ-OPCs are recruited to the corpus callosum following a demyelinating insult.  969 

Coronal sections showing GFP+ cells (green) 20d after viral injection of the adult SVZ. 970 

GFP+ cells are mainly confined in the SVZ of CTL (n=3) and EuCPZ (n=3) mice. Few 971 

GFP+ cells displaying oligodendrocyte morphologies can be observed in the corpus 972 

callosum of EuCPZ mice (see highlight, scale bar 10 µm)). Furthermore, we observed a 973 

large number of GFP+ in the corpus callosum of HypoCPZ (n=3) mice, juste above the 974 

lateral ventricle (LV). CC=corpus callosum, St=striatum, LV=lateral ventricle. Scale bar: 975 

50µ. 976 

 977 

Figure 1 - figure supplement 3.  978 

(A-B) Mice received T3/T4 pulses during the recuperation phase (A) Quantification of 979 

the g-ratio in control (CTL), euthyroid-CPZ (Eu CPZ) and hypothyroid CPZ (Hypo CPZ) 980 

(meanSEM, n>100 per group. ***, p<0.001, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s 981 

post-hoc test). (B) Quantification of myelin thickness of the myelin sheath in 982 

hypothyroid-CPZ (Hypo CPZ) conditions shows thickness is restored to control levels 983 

compared to euthyroid-CPZ condition (Eu CPZ). (meanSEM, n>100 per group. ***, 984 

p<0.001, **, p<0.001, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post-hoc test). (C-E) 985 

Mice received NaCl during the recuperation phase. (C) Density of remyelinated axons per 986 

area (µm2) in CTL, EuCPZ and HypoCPZ after CPZ-induced demyelination. 987 

(meanSEM, n=10-12 sections from 2 CTL, 2 EuCPZ and 2 HypoCPZ mice, ***, 988 

p<0.0001, Kruskal-Wallis test) (D) Quantification of the g-ratio in CTL, Eu CPZ and 989 

HypoCPZ mice (meanSEM, n>100 per group. ***, p<0.001, Kruskal-Wallis test 990 

followed by a Dunn’s post-hoc test). (E) Quantification of myelin thickness of the myelin 991 

sheath in CTL, Eu CPZ and HypoCPZ mice (meanSEM, n>100 per group. ***, 992 

p<0.001, **, p<0.001, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post-hoc test). 993 

 994 

Figure 2 - figure supplement 1.  995 

Differential interference contrast image (coronal view) of recorded acute slices from control, 996 

EuCPZ and HypoCPZ groups. CC=corpus callosum. Scale bar: 200 µm. 997 

 998 
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Figure 3 – figure supplement 1.  999 

TRα1 signalling is associated with a neuronal fate in vitro and in vivo 1000 

(A) Analysis of TRα1 (β-Gal) and OLIG2 fluorescent signals. Two distinct cell 1001 

populations are discriminated: a population of OLIG2high/TRa1low (blue circle) is clustered 1002 

as a separate population of OLIG2low/TRa1high
 
(red circle). (B-C’) Neurospheres were 1003 

generated from SVZ sampled from WT adult mice. Dissociated cells from neurospheres 1004 

were induced to differentiate. Following 7-day differentiation, immunolabelling for TRα1 1005 

(green), the neuronal marker TUJ1 (red, B), the oligodendrocyte marker O4 (red, C and 1006 

C’) were performed. Endogenous TRα1 is detected in all TUJ1+ neuronal cells (B) and can 1007 

be found in more mature O4+ glial cells (C,C'). DAPI nuclear staining revealed all cells in 1008 

the slides. Scale bar: 5 µm. (D) T3 represses Egfr expression in the adult SVZ. SVZ of 1009 

long-term hypothyroid adult mouse brains (versus euthyroid) were dissected and Egfr 1010 

mRNA were quantified by qPCR and normalized against GAPDH using the DDCt method. 1011 

Egfr levels are given as a function of control levels. (meanSEM, Pooled data from three 1012 

experiments are given, n>12 mice, **p=0.008, U=4, Mann-Whitney test). (E and F) 1013 

Immunodetection of EGFR in the dorsal part of the SVZ from WT (E) or TRα°/° (F) adult 1014 

mice showing that TRα1 loss of function increases the EGFR+ population in the adult 1015 

mouse SVZ. Scale bar: 50 µm. (G) Quantification of EGFR signal in the dorsal part of the 1016 

adult SVZ of WT versus TRa°/° mice.(Data are presented as mean IOD ± SEM, n=8, 4 1017 

slices from 2 animals, **p=0.0022, U=3, Mann Whitney test). IOD, Integrated Optical 1018 

Density. (H) Quantified proportion of EGFR-positive cells after 7 days differentiation in 1019 

presence or not of T3 (50nM). (meanSEM, n=16, ***p=0.0002, Mann-Whitney test). 1020 

 1021 

Figure 5 – figure supplement 1 1022 

Expression of the inactivating deiodinase, Dio3, excludes TH signalling from NSC, 1023 

progenitors and oligodendrocyte progenitors.   1024 

(A) The SVZ from nestin:GFP adult mice was double-stained with anti-GFAP (red) and 1025 

anti-Dio3 (grey) antibodies. Note that Dio3 is highly expressed in the radial process of 1026 

Nestin+ and GFAP+ NSC (arrowheads). (B) Correlations between the expression levels of 1027 

Dio3 (black, y axis) and EGFR (red, x axis) versus DCX (blue, x axis) expression levels. 1028 

(C and D) Coronal sections across the lateral ventricle of nestin:GFP adult mouse were 1029 

stained with anti-SOX2 (red, C), anti-DCX (blue, C and D) and anti-Dio3 (grey, D). Note 1030 

that Dio3 shows much lower expression in DCX+ neuroblasts but is highly expressed in 1031 

Nestin (GFP+) and SOX2+ progenitors. (E) Immunolabelling for EGFR (red), DCX (green) 1032 

and Dio3 (grey) was performed on cells dissociated from neurospheres. Dio3 is strongly 1033 

expressed in EGFR+ progenitors and much lower expressed in DCX+ neuroblasts.  1034 

 1035 

Figure 5 – figure supplement 2 1036 

(A and B) SVZ tissues were sampled from WT adult mice for neurosphere culture. After 1037 

plating, dissociated cells from neurospheres were induced to differentiate in presence of a 1038 

short pulse of T3 at four different concentrations (0, 1, 10 and 50nM). One week after 1039 

initial plating, cells were fixed and stained with antibodies against DCX (red) and OLIG2 1040 

(green). (A) Representative distributions of DCX+ and OLIG2+ cells are shown for each T3 1041 

dose. Scale bar: 50 µm (B) Quantification of the DCX/OLIG2 ratio is shown for each dose 1042 

of T3. The ratio decreased in a dose-dependent manner. (meanSEM, n=4 per group. *, 1043 

p<0.05, Kruskal-Wallis Test).  1044 

 1045 
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a b s t r a c t

Thyroid hormone (TH) signalling, an evolutionary conserved pathway, is crucial for brain function and

cognition throughout life, from early development to ageing. In humans, TH deficiency during pregnancy

alters offspring brain development, increasing the risk of cognitive disorders. How TH regulates neu-

rogenesis and subsequent behaviour and cognitive functions remains a major research challenge. Cellular

and molecular mechanisms underlying TH signalling on proliferation, survival, determination, migration,

differentiation and maturation have been studied in mammalian animal models for over a century.

However, recent data show that THs also influence embryonic and adult neurogenesis throughout ver-

tebrates (from mammals to teleosts). These latest observations raise the question of how TH availability

is controlled during neurogenesis and particularly in specific neural stem cell populations. This review

deals with the role of TH in regulating neurogenesis in the developing and the adult brain across

different vertebrate species. Such evo-devo approaches can shed new light on (i) the evolution of the

nervous system and (ii) the evolutionary control of neurogenesis by TH across animal phyla. We also

discuss the role of thyroid disruptors on brain development in an evolutionary context.

© 2017 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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1. Introduction

In mammals, thyroid hormones (thyroxine, T4; triiodothyronine,
T3) are crucial for brain development and function throughout life,
from early embryogenesis to neurogenesis in the adult brain. Thy-
roid hormone (TH) signalling governs many aspects of neuro-
genesis including proliferation, survival, cell fate decision,
migration, differentiation and maturation of both neuronal and
glial cells. The fundamental role of TH signalling in developmental
processes and more specifically in neurodevelopmental events is
not restricted to mammals, but is well conserved throughout ver-
tebrates. For example, in amphibians (Su et al., 1999) and some
teleosts such as the flatfishes (Power et al., 2001) TH regulates
larval metamorphosis, including remodeling of the nervous system.
Furthermore, in avian species, TH is also essential for nervous
system development (McNabb, 2006) and for adult neurogenesis
(Alvarez-Buylla, 1990). Metamorphosis in non-chordates can also
be initiated by TH, even though they do not possess a thyroid gland,
for example in echinoderm larvae that obtain exogenous TH from
their food (Heyland and Moroz, 2005; Heyland et al., 2006).

The timing of TH-programmed development of the fetal brain
involves simultaneous activity, at the tissue level, of a complex set
of evolutionarily conserved distributor proteins, transporters, dei-
odinases, receptors and cofactors. Thus, taking a comparative
approach (evo-devo) to analyse roles of TH during brain develop-
ment can provide information on the cellular and molecular
mechanisms underlying TH regulation of neurogenesis, from early
to adult neurogenesis.

THs are released from the thyroid gland then transported to
target tissues where they regulate genomic and non-genomic ac-
tions. More than 99% of circulating T3 and T4 are bound to plasma
binding proteins such as transthyretin (TTR), thyroxine-binding
globulin (TBG) or albumin. In the central nervous system (CNS),
in presence or absence of T3, transcriptional regulations are medi-
ated by TH nuclear receptors (TRs). Four classic receptor isoforms
are encoded by two genes: TRa1 and TRa2 (from THRA gene) and
TRb1 and TRb2 (from THRB gene). Three TR isoforms are able to
bind with high-affinity to T3: TRa1, the predominant subtype
expressed in the CNS, TRb1 and TRb2. On a positively regulated
target gene, in absence of T3, the unliganded TR (aporeceptor) re-
cruits corepressors and histone deacetylases that repress T3-target
gene transcription. In contrast, when T3 binds to TR, corepressors
are released and coactivators together with histone acetylases are
recruited, thereby activating transcription (Bernal, 2007). In all
tissues, especially in different developing brain structures, TH
availability is preciselymodulated by the ontogenic profiles of three
iodothyronine deiodinases (DIO1, DIO2 and DIO3) (Burrow et al.,
1994; St Germain et al., 2005). DIO2 and DIO3 are the main deio-
dinases expressed in mammalian brains. DIO2 converts T4 to T3 and
is highly expressed in brain, enabling a local production of T3.
Lastly, DIO3 that inactivates T3 and T4 is strongly expressed in fetal
and placental tissues, including the brain where it is expressed in
neurons (Kaplan and Yaskoski, 1981), thus limiting TH effects dur-
ing much of fetal life. TH transport into the brain is mediated by
transmembrane transporters such as MCT8, MCT10, LAT1, LAT2,
OATP1c1 (for review, see (Wirth et al., 2014)). These transporters,
especially MCT8, are needed for THs uptake across the blood-brain-
barrier (BBB) and for THs transport between cerebral cells like as-
trocytes and neurons within the brain.

In this review, we provide an overview of the impact of TH in the
developing embryo/fetal brain in mammalian and non-mammalian
vertebrates. The second part focuses on the roles of TH during adult

neurogenesis especially in mammals. We also discuss the role of
neural stem cells during ageing and the implications of THs in
neurogenic regions of the aged brain. Lastly, we apply an evolu-
tionary approach to discuss long-term impacts of the interaction
between TH signalling and environmental thyroid disruptors on
brain development and adult neurogenesis.

2. Roles of thyroid hormone signalling during embryonic and

fetal brain development

The evidence for the role of TH in vertebrate brain development
comes from three different sources: (i) epidemiological data
collected in areas of iodine deficiency and (ii) studies of children
born to women with thyroid disorders and (iii) studies of animal
models including mammalian (rodents, sheep, chickens, marmo-
sets) and non-mammalianmodels (amphibians, birds and teleosts).

2.1. Human studies

THs are essential for human brain development from the
beginning of pregnancy to the first years of life (Berbel et al., 2014).
Inadequate maternal TH levels, due to clinical or subclinical hypo-
thyroidism, irreversibly alter neurodevelopment in the progeny,
leading to mental and physical disorders. Among neurological
diseases, cretinism, deafness, schizophrenia and attention deficit
hyperactive disorder (ADHD) have been linked to insufficient
iodine levels during gestation and the early post-natal period (de
Escobar et al., 2007; Haddow et al., 1999; Hetzel, 2000;
Zimmermann et al., 2008). More recently, maternal hypothyroid-
ism was associated with a higher risk for autism in the progeny
(Rom�an, 2007; Rom�an et al., 2013).

Most of the literature describes the crucial role of TH in brain
development during the perinatal period (Bernal, 2007). However,
recent epidemiological and clinical studies highlight that the first
half of pregnancy, before the onset of the fetal thyroid gland at mid-
gestation (week 12e22 of gestation), is a maternal TH-sensitive
period for optimal fetal neurodevelopment (Berbel et al., 2009;
Downing et al., 2012). During the first trimester, the human fetus
is strictly dependent on maternal THs for early cortical neuro-
genesis (from week 5e20 of gestation), neuronal migration, and
early phases of maturation (axonogenesis and dendrogenesis). In a
severely iodine-deficient area of China, iodine treatment to
mothers up to the end of the second trimester of pregnancy im-
proves fetal neurological status (Cao et al., 1994). Even if Dio3

expression in placental membranes and fetal tissues limits
maternal TH supply to fetal compartments, the early human fetal
brain is exposed to biologically relevant TH concentrations (Calvo
et al., 2002). Several arguments strongly suggest that maternal
THs can exert a biological function in the fetal brain before the
onset of fetal thyroid gland at mid-gestation. First, chorionic
gonadotropin (hCG), produced by fetal throphoblast cells, acts as a
thyrotropic agonist (TSH-like activity) and directly increases
maternal free T4 secretion following thyrocytes stimulation up to
the end of the first trimester (Bancalari et al., 2012). In parallel,
circulating TBG is also transiently increased (Glinoer, 2007). This
increased maternal thyroid function involves increased iodine up-
take by the thyroid gland. Second, the increased synthesis and
secretion of TTR by the human placenta during the first trimester is
thought to facilitate maternal TH delivery to the developing fetus
(Alshehri et al., 2015; Landers et al., 2013). Third, T4 concentrations
are similar in fetal and maternal fluids (Calvo et al., 2002). More-
over, TRa1 and TRb1 isoforms are detected at low levels from 8 to 10
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weeks of gestation; TRa1mRNA and receptor binding increase 8- to
10-fold by 16e18 weeks (Bernal and Pekonen, 1984; Kilby et al.,
2000). Lastly, high T3 levels are found in the human cortex from
the 9th to the 13th week of fetal life and about 25% of nuclear re-
ceptors are bound by T3 (Ferreiro et al., 1988). This is due to the
ontogenic profile of DIO2: DIO2 activity increases in the developing
cerebral cortex, being involved in correct cerebral layering during
the first trimester (Chan et al., 2002).

Minor dysfunction of the maternal thyroid axis is sufficient to
alter neuro-motor development in the child (Boas et al., 2012). Early
maternal hypothyroxinemia induces in the progeny a lower intel-
ligence quotient (Ghassabian et al., 2014), a deficit in motor per-
formance (de Escobar et al., 2004; Pop et al., 2003) and a slower
response speed (Finken et al., 2013). This impaired psychomotor
development may be associated with a lower child's scholastic
performance (Korevaar et al., 2016; Noten et al., 2015; P€akkil€a et al.,
2015). Both low and high levels of maternal THs during early
pregnancy are deleterious to child IQ and brain morphology
(Korevaar et al., 2016), showing that the supply of maternal THs
should be tightly controlled for proper brain development.

For obvious ethical constraints, the role of TH on brain devel-
opment at cellular and molecular levels is currently studied using
animals models, especially rodents (see below). However, it has
been recently demonstrated using imaging techniques (especially
MRI scans) that many aspects of brain structure and maturation are
impaired in newborns and infants of mothers diagnosed with hy-
pothyroidism during pregnancy (Korevaar et al., 2016; Lischinsky
et al., 2016; Samadi et al., 2015; Stagnaro-Green, 2011; Wil-
loughby et al., 2014a,b). Moreover, children whose mothers suf-
fered from low TH levels in the first trimester have smaller
hippocampus that can be associated with a memory deficit
(Willoughby et al., 2014a), showing that the first trimester in hu-
man is a critical period for TH signalling that controls many
neurogenesis-promoting events. This early fetal period, and up to
the end of the second trimester, is a period of active neuronal
proliferation and migration. In the ventricular zone, radial glia cells
(embryonic neural stem cells) give rise to neuronal precursors that
use radial glial fibres to migrate into the six-layered developing
cortex and then generating cortical neurons (Moog et al., 2017).

2.2. Animals models

As previously mentioned, the TH signalling pathway is an
ancient and strongly evolutionary conserved pathway that regu-
latesmany aspects of developmental events even in basal chordates
(cephalochoradates and urochordates) (Klootwijk et al., 2011; Paris
et al., 2010; Paris and Laudet, 2008; Patricolo et al., 2001) and non-
chordates (echinoderms, mollusks…) (Heyland et al., 2006; Huang
et al., 2015). However, while there is some evidence for develop-
mental and physiological roles for TH in these basal organisms, the
source of THs and the mechanisms of action, especially during
neural development, are unclear. Thus, analyzing TH action during
neurodevelopmental processes in basal species could be a very
promising area of research for future studies that should improve
our knowledge on evolutionary mechanisms underlying TH
actions.

In contrast, experimental mammalian and non-mammalian
vertebrate models have largely been used to study cellular and
molecular mechanisms underlying TH control of neurogenesis
(Bernal, 2007). Recently developed animal models permit to
investigate more closely the consequences on neurological pro-
cesses of TH signalling modulations with genetic mutations of TH
components (receptor, transporter, deiodinase). Moreover, hypo-
thyroidism can be induced by surgical thyroidectomy, iodine defi-
cient diets or anti-thyroid agents such as propylthiouracil (PTU) or

methimazole (MMI). Non-mammalian models such as amphibians,
teleosts are also very useful for study how TH influence brain
development because embryos are readily accessible (extra uterine
development) and controlling TH availability during development
is easier.

2.2.1. Mammalian models

2.2.1.1. Regulation of cellular processes. The early contribution of
maternal THs to fetal cortical neurogenesis has best been eluci-
dated in rodents and allows extrapolation to studies in human
offspring whose mothers were iodine deficient during pregnancy.
Experimentally induced maternal hypothyroxinemia in gestating
rats (between embryonic days E12 and E15), before the onset of the
fetal thyroid gland (E18), causes an abnormal neuronal migration in
the cortex and hippocampus of young postnatal rats analyzed at
post-natal day 40 (Aus�o et al., 2004). Mohan et al. (2012) showed
that decreased maternal THs irreversibly reduced proliferation and
commitment of neuronal progenitors located within the ventricu-
lar zone. Prior to birth, maternal THs cross the placenta and the
fetal blood brain barrier reaching the fetal brain via the cerebral
spinal fluid produced by the choroid plexus of the ventricles
(Dratman et al., 1991). Thus, maternal THs can reach the ventricular
zone and regulate fetal neurogenesis. The overall reduction of
neurogenesis in the fetal neocortex is partially rescued following
TH treatment in hypothyroid dams (Mohan et al., 2012).

The dependence of the perinatal period on THs has been
extensively reviewed by Bernal (Bernal et al., 2003). During this
period, THs promote neurogenesis, neuronal proliferation, migra-
tion of post-mitotic neurons from the ventricular zone towards the
pial surface in the developing cerebral cortex, the hippocampus and
the ganglionic emimence. After birth, THs entirely derived from the
newborn's thyroid gland control glial cell proliferation and migra-
tion, differentiation and their maturation into myelinating oligo-
dendrocytes within the cortex, the hippocampus and the
cerebellum. Axonal outgrowth, dentritic branching and synapto-
genesis also occur. Inducing hypothyroidism during the perinatal
period impairs neuronal cell proliferation, migration and differen-
tiation. Notably, dendritic arborization of cerebellar Purkinje cells is
reduced (hypoplasia of the dentritic tree, reduction in spine num-
ber) in the cerebellum demonstrating the action of T3 on Purkinje
cell differentiation and maturation. Myelination in hypothyroidism
is also delayed due to oligodendrocyte differentiation and matu-
ration defaults. Several TH-target genes involved in both neuro-
genesis and gliogenesis are crucial for neo-natal brain development
(Bernal et al., 2003).

2.2.1.2. Molecular mechanisms of TH actions in neurogenesis.

In mammals, both T3 and T4 are detected in fetal fluids and brain
prior to onset of fetal thyroid function, suggesting a role for
maternal THs (Grijota-Martínez et al., 2011). Accordingly, early
studies on maternal T3-dependent gene expression show the
importance of TH action in the brain before the onset of fetal thy-
roid function (Dowling et al., 2000). In the brain, the local T3 pro-
duction is tightly regulated by deiodinases, transporters and TRs.
High DIO2 expression is mostly detected in glial cells of the rat
brain (Riskind et al., 1987). Surprisingly, Dio2 knockout mice pre-
sent a mild neurological phenotype (Galton et al., 2007), suggesting
that compensatory mechanisms limit consequences of Dio2

absence. TRa1 is the earliest and the most widely distributed iso-
form to be expressed before the onset of fetal thyroid function
(Forrest et al., 1991), strongly suggesting that TRa controls most of
T3 effects in the fetal brain. A weak expression of TRb just prior to
the onset of fetal gland is detected in specific brain areas of rat
(hippocampus) and mouse (developing pituitary, vestibule-
cochlear). The current model is that intracellular T3 levels
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detected in the fetal murine brain are produced by local DIO2 ac-
tivity in astrocytes that converts maternal T4 to intracellular T3 that
is taken up by neural target cells (Gereben et al., 2008; Morte and
Bernal, 2014). Additionally, MCT8 promotes the direct transfer of
T3 (and T4) through the blood-brain-barrier of the choroid plexus.
Later during brain development, after the secretion of fetal THs
from the fetal thyroid gland, maternal T4 protects fetal brain from a
potential T3 deficiency. Only supplying T4 (and not T3) to pregnant
rats increases T3 levels in the brain of hypothyroid fetus (Calvo
et al., 1990).

2.2.2. Non-mammalian models

2.2.2.1. Regulation of cellular processes. In non-mammalian verte-
brate models, a lack of maternal THs recapitulates features
observed inmammals. In chick, exogenous T3 interfereswith neural
tube morphogenesis (Flamant and Samarut, 1998). In zebrafish, an
early lack of maternal THs supply decreases neuronal proliferation
and differentiation in the developing brain (Campinho et al., 2014).
During early Xenopus embryogenesis, a reduction of TH signalling
by the TH antagonist NH3 decreases proliferating cells and induces
delayed neural differentiation in the neurogenic zones (Fini et al.,
2012). Similarly, the same treatment strongly affects embryonic
neural crest cells migration (Bronchain et al., 2017). In post-
embryonic development, T3 is also required for brain remodeling
that occurs during tadpole metamorphosis (Denver, 1998). More
precisely, T3 through its receptor TRa, promotes cell proliferation in
the ventricular/sub-ventricular zone of the brain (Denver et al.,
2009).

2.2.2.2. Molecular mechanisms of TH actions in neurogenesis.

As in mammalian species, T3 and T4 are also detected during early
brain development in non-mammalian species. Both the human
fetus and the chicken have a well thyroid function at birth/hatch-
ing. In some species born or hatch with well matured sensory and
motor nervous systems (e.g. certain mammals like sheep, deer and
certain nidifuge birds as exemplified by the chicken), a peak of THs
precedes birth/hatching (Buchholz, 2015; Darras et al., 1992;
Thommes and Hylka, 1977). By this way, chicken is a better
model than common rodent mammalian models to understand
these transitions (Darras et al., 1999). However, returning to early
roles of TH in developing brain, THs are detected in chick embryo
brain on day 6 of development. Flamant and Samarut (1998)
demonstrated that at the blastula and neurulation stages, T3 is
enriched in Hensen's node, the embryo organizer. TRa mRNA is
detected at the blastula stage and expression levels increase during
neurulation in neural plate cells close to the site of T3 release,
Hensen's node (Flamant and Samarut, 1998). Later on embryonic
day 5, TRamRNA is expressed in fore-, mid- and hindbrain (Forrest
et al., 1991). Just before hatching, higher levels of TRb in cerebellum
may regulate neuronal differentiation and maturation (Forrest
et al., 1991). At this stage, downregulation of Dio1 in the internal
granular cells of the cerebellum, secondary to hypothyroidism in-
duction, alters TH-dependent gene expression (reelin, tenascin-C,
disabled protein 1…) delaying neuronal proliferation andmigration
in the cerebellum (Verhoelst et al., 2004, 2005). Thus, as in
mammalian species, local TH availability is tightly regulated via the
ontogenic changes in deiodinases expression allowing proper brain
lamination (Gereben et al., 2004; Verhoelst et al., 2005).

Fish and amphibian eggs contain relevant concentrations of
maternal THs that decrease as a function of egg development
(Chang et al., 2012; Morvan Dubois et al., 2006). The knockdown of
Mct8 (a selective TH transporter, see above paragraph 2.2.1.2,
responsible for Allen Herndon Dudley syndrome (a form of X-
linkedmental retardation) in humans (Friesema et al., 2004), shows
that maternal THs availability participates in regionalization,

survival and differentiation of specific neural cell lineages in
zebrafish embryos (Campinho et al., 2014). This phenotype has
been recapitulated in other vertebrate species (Braun et al., 2011;
Trajkovic et al., 2007; van der Deure et al., 2010). TRs have also
been identified in developing teleost embryos (Campinho et al.,
2010; Essner et al., 1997). Functional studies during zebrafish
development suggest that TRs have a ligand-independent function
thus acting as a transcriptional repressor, notably by repressing
retinoic-acid signalling (Essner et al., 1997). In Xenopus, TRa and
TRb mRNA are detected in the oocyte and in embryos (Fini et al.,
2012; Havis et al., 2006; Oofusa et al., 2001). Moreover, detect-
able levels of mRNA encoding Dio1, Dio2 and Dio3 are found in
embryos at neurula stage. This early expression of deiodinases in
eggs and embryos may indicate a maternal origin of these mRNA
(Morvan-Dubois et al., 2008). Furthermore, from late neurula to
embryo/larva transition, the three deiodinases mRNA are strongly
expressed in the head region together with a high DIO2 activity
(Morvan Dubois et al., 2006), suggesting a tight control of TH
availability in the brain during early Xenopus development.

To conclude this section, maternal THs are concentrated in eggs
of vertebrates with metamorphic stages as well as in fetal fluids of
mammalian vertebrates via the placenta. They regulate early brain
development.

3. Roles of thyroid hormone signalling during adult

neurogenesis

Research in the last twenty years has firmly established that
new neurons are generated throughout life in the brain of many
animal phyla. However, the capacity for generating new neurons
decreases significantly during the course of evolution (Lindsey and
Tropepe, 2006) and during aging (see below, section 5). In post-
natal brain, especially in mammals and birds, neurogenesis per-
sists in specific active proliferative brain areas, called neurogenic
niches where neural stem cells (NSC) are located. These NSC are
able to generate both neurons and glia, including astrocytes and
oligodendrocytes. Adult neurogenesis is a highly dynamic process
and is regulated by several physiological signals. In mammals, TH
signalling is one of the main regulators controlling neurogenesis
not only in the developing brain (see section 2) but also in the adult
brain (Ambrogini et al., 2005; Desouza et al., 2005, 2011; Kapoor
et al., 2010, 2011, 2012, 2015; Lemkine et al., 2005; L�opez-Ju�arez
et al., 2012; Montero-Pedrazuela et al., 2006; Remaud et al., 2014;
Zhang et al., 2009).

Adult neurogenesis contributes to different brain functions such
as memory and learning (Bruel-Jungerman et al., 2007; Gonçalves
et al., 2016), olfaction (Arenkiel, 2010), as well as social and
reproductive behaviour (Migaud et al., 2016) and other cognitive
processes (Swan et al., 2014; Zhuo et al., 2016). In humans, alter-
ations in adult neurogenesis have been linked to cognitive deficits,
neurodegenerative diseases and neuropsychiatric disorders (Apple
et al., 2017; Kaneko and Sawamoto, 2009). Furthermore, many
mental disorders such as mood instability, depression or dementia
are associated with thyroid dysfunction (Baldini et al., 1997;
Dugbartey, 1998; Gyulai et al., 2003; Smith et al., 2002; Whybrow
et al., 1969), either occurring in the adult or in predisposed chil-
dren born to hypothyroid mothers. Most recently maternal hypo-
thyroidism was shown to be associated with increased risk of
schizophrenia (Gyllenberg et al., 2016). However, whether schizo-
phrenia is a result of TH-disruption of neurogenesis is not known
and this constitutes a research area with strong potential.

This section is focused on the well-known roles of THs on NSC
(cell fate decision neuron/glie, cell proliferation, migration and
differentiation) located in the neurogenic niches of the vertebrate
mammalian and non-mammalian adult brain. The current
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discussion will not include studies on the adult neurogenesis
occurring in some basal non-vertebrate species. For example, in
several cnidarian model systems (Hydra, Clytia, Podocoryne,
Nematostella, Aurelia) many signalling pathways regulating neu-
rogenesis have been identified (for review, see (Galliot et al., 2009)).
Crosstalks between some of them (FGF, Wnt, Notch, SHH) have
been described as relevant to vertebrate adult neurogenesis
(Adachi et al., 2007; Aguirre et al., 2010; Alvarez-Medina et al.,
2009). However, in such animal models, TH function during neu-
rogenesis is not yet known.

3.1. Mammalian models

3.1.1. Neurogenesis in the adult SVZ and SGZ niches

Adult neurogenesis in mammals is restricted to two main brain
regions: the subventricular zone (SVZ) lining the lateral ventricle
and the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus within the
hippocampus. In both neurogenic niches, adult NSCs divide asym-
metrically to generate a pool of highly proliferative progenitors.
Under physiological conditions, these progenitors mainly generate
neuroblasts. To a lesser extent, in rodents, progenitors give rise to
oligodendrocyte progenitor cells that migrate towards the corpus
callosum, adjacent to the lateral ventricle, where they differentiate
into myelinating oligodendrocytes (Menn et al., 2006). Gliogenesis
also occurs in human brains but the cellular and molecular mech-
anisms remain elusive (Nait-Oumesmar et al., 2008; Ruszn�ak et al.,
2016).

In rodents and non-human primates, neuroblasts migrate from
the SVZ to the olfactory bulb where they differentiate and integrate
into pre-existing neuronal networks. In the adult human, func-
tional neurogenesis is still questioned in the SVZ. The SVZ niche
cytoarchitecture and the pattern of neuroblast migration differ in
humans and rodents. Neuroblast migration toward the olfactory
bulb occurs only in infants up to 18 months (Sanai et al., 2011) and
is absent in the adult human brain (Bergmann et al., 2012; Sanai
et al., 2004). A recent study shows that human neuroblasts
migrate toward the striatum, adjacent to the lateral ventricle (Ernst
et al., 2014), suggesting divergent mechanisms underlying adult
neurogenesis between rodents and humans. In contrast, hippo-
campal neurogenesis is more conserved among mammals. Newly-
generated neurons migrate from the SGZ to the granular cell layer
of the hippocampus. In adult humans, a large population of hip-
pocampal neurons is able to renew with a rate comparable with
mice (Spalding et al., 2013). Moreover, negative effects of aging on
neuronal cell turnover are less marked in humans than mice
(Spalding et al., 2013), suggesting that human adult neurogenesis
contributes to brain function throughout life. However, cognitive
pathologies characteristics of aging have been linked to reduced
neurogenic capacities at least in the hippocampus of adult rats
(Gould et al., 1999a; see section 4).

Besides these two main sites, a third neurogenic niche, lining
the third ventricle, was recently identified within the adult rat
hypothalamus (Rojczyk-Gołębiewska et al., 2014). Newly generated
hypothalamic neurons have previously been observed in several
mammalian species, including rodents (Kokoeva et al., 2005, 2007;
Pencea et al., 2001; Xu et al., 2005), sheep (Batailler et al., 2014;
Migaud et al., 2010, 2011), hamster (Mohr and Sisk, 2013). In
humans, new neurons were found in the median eminence, the
arcuate and the ventromedial nucleus (Batailler et al., 2014). Hy-
pothalamic neurogenesis may be involved in regulating energy
metabolism by modulation of food intake, body weight and
behaviour.

3.1.2. TH regulation of adult SVZ and SGZ neurogenesis

Many intrinsic and extrinsic factors regulate adult neurogenesis

at multiple levels (proliferation, survival, cell fate commitment,
migration, differentiation and maturation). Among them, the TH
signalling pathway is a crucial endocrine signal that controls adult
neurogenesis at the molecular, metabolic, cellular and behavioral
levels.

3.1.2.1. Regulation of cellular processes. In the adult murine SVZ,
hypothyroidism reduces NSC and progenitor proliferation by
blocking cell cycle re-entry (Lemkine et al., 2005). A T3-pulse res-
cues the phenotype, showing that T3 is necessary and sufficient to
restore cell proliferation within the adult SVZ (Lemkine et al.,
2005). Moreover, migrating neuroblasts also decrease during hy-
pothyroidism, showing that neurogenesis is globally impaired
(Lemkine et al., 2005; L�opez-Ju�arez et al., 2012). This reduced
neurogenesis may affect olfactory function, thus modifying some
forms of olfactory behaviour (Kageyama et al., 2012). Indeed,
Paternostro and Meisami (1991) have shown that hypothyroidism
is associated with a decrease in mature olfactory receptor neurons.
Moreover, hypothyroidism produces a loss of sense of smell
(anosmia) in adult mice (Beard and Mackay-Sim, 1987) and has
been documented in adult humans. However, the link between SVZ
neurogenesis and olfactory function underlying hypothyroidism is
not known. Similarly, preparation for migration in salmon (smolt-
ing) requires integration of olfactory signals and smolting is a TH-
dependent process.

Whether hypothyroidism affects progenitor proliferationwithin
the adult rat SGZ is debated. Some studies show that hypothy-
roidism reduces progenitor survival and neuronal differentiation
(Ambrogini et al., 2005; Desouza et al., 2005) whereas other studies
show that hypothyroidism in adult rats decreases cell proliferation
without affecting survival (Montero-Pedrazuela et al., 2006).
Different approaches to induce adult hypothyroidism or to label
tissues with BrdU may explain these discrepant results. However,
adult onset-hypothyroidism is also associated with a reduction of
the number of newborn neuroblasts (Montero-Pedrazuela et al.,
2006). Moreover, cognitive functions are affected: depressive
behaviour being associated with adult-onset hypothyroidism in
rats (Montero-Pedrazuela et al., 2006) as it is in humans (Smith
et al., 2002).

3.1.2.2. Molecular mechanisms of TH actions in neurogenesis.

Several TR isoforms (TRa1, TRb1 and TRb2) are expressed in the
adult SGZ (Kapoor et al., 2012, 2015, 2011) whereas only TRa1 is
detected in the adult mouse SVZ (Kapoor et al., 2015; Lemkine et al.,
2005; L�opez-Ju�arez et al., 2012; Remaud et al., 2014). TRa1 is not
detected by immocytochemistry in NSCs co-expressing GFAP and
SOX2, but appears in DLX2þ progenitors and is strongly expressed
in DCX þ neuroblasts (L�opez-Ju�arez et al., 2012). These observa-
tions led us to suggest that TRa1 plays a role in NSC determination
toward a neuronal fate. Accordingly, a TRa1 overexpression in NSC/
progenitor cells using in vivo gene transfer drove cell fate
commitment towards a neuronal fate. Moreover, the number of
neural stem/progenitor cells, that are blocked during cell cycle
progression, increased in TRa0/0 loss-of-function mutant mice
(Lemkine et al., 2005). Similarly, shRNA directed against TRa1

mRNA increased expression of NSC/progenitor markers such as
Sox2, suggesting that the pool of neural stem/progenitor cells was
enhanced. Thus, a lack of T3 or TRa1 gave the same phenotype:
increased numbers of NSCs and progenitors blocked in interphase,
thus decreasing the generation of migrating neuroblasts. Very few
TH target genes have been identified as underlying TH control of
adult SVZ neurogenesis. As mentioned, a key demonstration was
that of L�opez-Ju�arez et al. (2012), showing that T3e through TRa1e
acts as a neurogenic switch in progenitors, repressing a gate-keeper
of NSC identity (Sox2), thereby driving cell fate specification toward
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a neuronal fate. Moreover, T3 also downregulates at least two cell-
cycle genes, CyclinD1 and c-Myc (Hassani et al., 2007; Lemkine
et al., 2005). Both Sox2 and cell cycle gene repression could
bolster NSC/progenitor commitment toward a neuroblast fate by
limiting stem cell renewal and promoting cell cycle arrest.

In the adult hippocampal SGZ, TRa1 is mainly expressed in
immature neurones and not in uncommitted proliferating pro-
genitors (Kapoor et al., 2012, 2015, 2010), suggesting that TRa1 acts
at later steps than in the SVZ during the neural lineage specifica-
tion. Accordingly, both unliganded TRa1 aporeceptor over-
expression (TRa2-/- mutant) and a lack of TRa1 (TRa1-/- mutant)
do not affect progenitor proliferation (Kapoor et al., 2010) but alter
post-mitotic survival and thus neurogenesis. Kapoor et al. (2010)
(Kapoor et al., 2010) show that neurogenesis is decreased in
TRa2-/- mice and increased in TRa1-/- mutant mice, due to an in-
crease in post-mitotic progenitor survival in the latter case. Thus,
the decrease of both cell survival and neuronal differentiation
following ectopic TRa1 aporeceptor expression mimics adult-onset
hypothyroidism (Ambrogini et al., 2005; Desouza et al., 2005;
Montero-Pedrazuela et al., 2006). Notably, the decline in neuro-
genesis is rescued following exogenous T3 administration (Kapoor
et al., 2010, 2015). As in the SVZ, T3 may act as a neurogenic
switch by binding to TRa1 thus allowing proliferating progenitor
commitment toward differentiated neuronal cells.

3.1.3. Metabolic regulations

TH effects on neurogenesis and cell fate choice could be enacted
through their impact on mitochondrial respiration. It is indeed well
established that THs are crucial regulators of mitochondrial meta-
bolism (Weitzel and Iwen, 2011). Furthermore, stem cells display
metabolic features of glycosylation, in contrast with differentiated
cells, that mainly rely on oxidative phosphorylation (OXPHOS)
(Vander Heiden et al., 2009; Zheng et al., 2016). Adult NSC differ-
entiation thus require a metabolic switch from glycolysis to
OXPHOS (Li et al., 2014; Pistollato et al., 2007), putting cell meta-
bolic changes at the center of regulation of neurogenesis. Further-
more, O2 availability can modulate NSC decisions in different
directions, whether neuronal, astrocytic or towards an oligoden-
drocyte destiny (De Filippis and Delia, 2011; Rafalski and Brunet,
2011; Rone et al., 2016). This finding highlights the importance of
normoxic versus hypoxic culture conditions when carrying out
in vitro studies on neurogenesis. These elements are consistent
with the idea that an impairment of mitochondrial metabolism can
impact neurogenesis, and with the observation that mitochondrial
dysfunctions are associated with numerous neurodegenerative
diseases, including Alzheimer's disease (Hauptmann et al., 2009;
Kapogiannis and Mattson, 2011) and Parkinsons's disease (Hu and
Wang, 2016).

3.2. Non-mammalian models

While many studies have examined TH signalling during adult
mammalian neurogenesis, studies on the roles of TH in non-
mammalian species are scarce. Contrary to mammals, multiple
neurogenic niches have been identified in non-mammalian models
such as teleosts (principally zebrafish and medaka), amphibians,
and reptiles (lizards). Proliferation, survival and differentiation of
newly generated neurons are regulated by a wide range of hor-
monal signals (sex steroids, prolactin, thyroid hormones …) and
environmental factors (seasons, sensorial stimulation).

In lampreys, the most basal group of vertebrates, neurogenesis
is implicated in functional spinal cord regeneration (Zhang et al.,
2015). Interestingly, the authors showed that cell proliferation de-
pends on seasonal fluctuations following spinal cord injury. The
well-known seasonal variations in TH levels (Yoshimura et al.,

2003) may affect this season-dependent proliferation. However,
whether THs regulate cell proliferation during axonal regeneration
is unknown. The links between CNS regeneration and TH are well
documented in basal vertebrates, such as fish and amphibians. In
these species, the adult central nervous system is also capable of
successful regeneration, though for amphibians, regeneration is
less vigorous after metamorphosis (Endo et al., 2007). Recently, THs
were shown to accelerate optic tectum reinnervation in the adult
zebrafish. However, this positive effect on regeneration occurs
without affecting retinal ganglion cell survival and proliferation
(Bhumika et al., 2015), but probably through an altered inflam-
matory response. These authors did not detect TR expression in the
optic tectum of zebrafish but TRa1 and TRb expression were re-
ported in the adult Xenopus optic tectum (Denver et al., 2009).

In Xenopus, regeneration of the CNS (spinal cord and forebrain)
occurs in tadpoles but not in post-metamorphic adult frogs (Endo
et al., 2007). Ependymal cells proliferate but they are not able to
migrate toward the brain lesion. However, TH treatment in the
adult Xenopus modifies the neuronal connectivity pattern in the
optic tectum (Hofmann et al., 1989), demonstrating that THs may
affect adult brain function. Moreover, in the neurogenic niche of
juvenile Xenopus brain, T3 stimulates proliferation of progenitor
cells that do not express DIO3, permitting a T3-response (Pr�eau
et al., 2016). Similarly, in birds, the capacity to regenerate
following spinal cord injury is lost during development, suggesting
that neurogenic response to a CNS injury is also limited in the adult
bird brain. Accordingly, active avian neurogenesis is limited to the
periventricular zone (Kaslin et al., 2008). A more direct action of TH
was described in adult birds where neurogenesis is linked to vocal
learning (Alvarez-Buylla, 1990). In the adult zebra finch brain, THs
modulate survival of TRa-expressing neurons in the High Vocal
Center (Tekumalla et al., 2002). As in mammals, hippocampal
neurogenesis in birds is also involved in memory and learning
functions, especially spatial learning during food-storing behav-
iour. Seasonal variations are involved in the recruitment of new
neurons in the avian hippocampal complex (Barnea and
Nottebohm., 1994). As described above, the seasonal variations in
TH levels (Yoshimura et al., 2003) may be implicated in avian
hippocampal neurogenesis. From a comparative point of view, this
question is particularly pertinent in the context of TH-dependent
regulation of adult neurogenesis in the mammalian hippocampus.

4. Roles of TH in the ageing brain

Neurogenesis decreases with age (Enwere et al., 2004; Gould
et al., 1999b; Kuhn et al., 1996), and cognitive deficiency is
frequent in the elderly humans and also observed in ageing rodents
(Bach et al., 1999; Cao et al., 2013). Neurogenesis in the dentate
gyrus of the hippocampus, where learning and memory processes
occur, is particularly impacted by ageing and is implicated in many
neurodegenerative pathologies (Gould et al., 1999a; van Praag et al.,
2002; Zhao et al., 2008).

Besides a reduction in the number of NSC observed in the aged
brain, the phenomenon of decreased neurogenesis could also
involve a decrease in TH availability. Decreased levels of circulating
TH occur with ageing in humans (Chakraborti et al., 1999) and ro-
dents (Cao et al., 2012), and have also been observed in non-
mammals, including birds (Carr and Chiasson, 1983). Many
studies have shown declines in the hippocampal process of spatial
memory assimilation in aged humans, rodents, or monkeys (Foster
et al., 2012; Jiang et al., 2016). This process is well established as
being particularly sensitive to decreases in TH availability (Correia
et al., 2009; Ge et al., 2015). Mooradian et al. even extrapolated a
global reduction of cerebral responsiveness to TH from decreased
expression of THRP (TH responsive protein) in the brain of old rats
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(Mooradian et al., 1998). In this context, it is important to recall the
role of TH signalling in cellular metabolism, mitochondrial function
(Weitzel and Iwen, 2011) and mitochondrial biogenesis (Wulf et al.,
2008; Wu et al., 1999). This latter process decreases with age
(Derbr�e et al., 2012), potentially impacting differentiation of NSC,
that require a major increase in oxidative phosphorylation (Vander
Heiden et al., 2009; Zheng et al., 2016).

Visser and colleagues provided a detailed analysis of the evo-
lution of circulating and local TH in wild-type and mutant mice
with an accelerated aging phenotype (Visser et al., 2016). No
decrease in the T3 and T4 serum levels of 18 weeks-old wild-type
and mutant mice was observed but significant changes in TH sig-
nalling was noted in different organs. They suggested that these
were due to reduced TH availability due to alterations in TH binding
to carrier proteins, potential TH sequestration in different cell
compartments, downregulation of TRs and modulation of deiodi-
nase expression. In the brain, T4 concentrations decreased but not
those of T3. Levels of the inactivating Dio3 also decreased, thus
protecting the brain from low TH availability. One can speculate
that this protection might not be sufficient for mice aged of more
than 18 weeks, especially as TH secretion rates are altered, at least
in their secretion rhythmicity, due to age-associated deterioration
of hormonal secretion patterns (Hertoghe, 2005; Ross et al., 2011;
Weinert, 2000). Cao et al. (2012) also reported no significant
changes in circulating total T4 in mice at 22 months compared to 6
months of age but did observe decreases in free T3 (Cao et al., 2012).
In addition, circadian rhythms are increasingly disrupted in
humans during ageing (Campos Costa et al., 2013; Froy, 2011),
notably affecting TSH secretion levels (Bitman et al., 1994; Gancedo
et al., 1997; Morris et al., 2012). Furthermore, the binding capacity
of TRs also decreases in the cortex and cerebellum of 24 month-old
rats (De Nayer et al., 1991).

Overall, the global alteration of TH signalling in the ageing brain
seems only partly due to a global decrease in serum T4 and T3 levels,
possibly due to brain-specific protection mechanisms (such as
decreased inactivating mechanisms) implemented in early stages
of ageing.

Another process implicating neurogenesis that could be
impaired in ageing is repair following a lesion (e.g. stroke). How-
ever, this new generation of neurons alone might not be sufficient
to improve cognitive capacities in older individuals, at least not in
the hippocampus (Yeung et al., 2014). Modifying the complex
processes at play in maintaining memory and cognition during
ageing requires adaptation of the brain neurogenic niches, but
these adaptations are related to the physiological condition of the
whole animal or patient. TH signalling affects multiple physiolog-
ical systems during ageing (Bowers et al., 2013). Although some TH
treatments can improve cognitive performances in hypothyroid
humans (Kramer et al., 2009) and mice (Fu et al., 2010, 2014), the
generalisation of TH treatment for subclinical hypothyroidism in
the elderly is a topic of active debate (Bensenor et al., 2012).

Returning to the rodent models, Fu et al. showed that the
administration of L-T4 to aged mice can significantly improve their
learning and memory capacities, through increases of both serum
and brain concentrations of free T3 and T4 (Fu et al., 2014). In rats
and humans, similar treatments also can counteract depression
(Bauer et al., 2005; Ge et al., 2016; Uhl et al., 2014),. known to be
linked with an impaired neurogenesis (Jacobs, 2002; Schoenfeld
and Cameron, 2015). Treatment with resveratrol has also been
shown to improve memory and depressive-like behaviour in hy-
pothyroid rats, and this through normalizing hypothalamus-
pituitary-thyroid (HPT) axis activity (Ge et al., 2015, 2016). An
interesting, testable, hypothesis is that this improvement in HPT
axis function involves resveratrol activation of SIRT1 (Borra et al.,
2005), with SIRT1 regulating TSH release (Akieda-Asai et al.,

2010) as well as acting as a TRb cofactor (Suh et al., 2013).

5. Evolutionary implications of endocrine-disrupting

chemicals exposure for brain function

Endocrine disruption is becoming a major health concern,
particularly regarding embryonic development. Pesticides, like
Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), plasticizers such as
bisphenol-A (BPA), bisphenol-S (BPS) or phtalates, industrial lu-
bricants including the polychlorinated biphenyls (PCBs), various
flame retardants, or pharmaceuticals such as ethinylestradiol (EE2)
found in contraceptive pills, are examples of molecules known to
act as Endocrine disruptors (EDCs) (Heudorf et al., 2007; Leonetti
et al., 2016; Rasier et al., 2007; Rochester and Bolden, 2015;
Rosenfeld and Trainor, 2014). Many EDCs can interfere with TH
signalling, mainly indirectly through interfering with TH synthesis,
TSH, deiodinases, TH transporters or iodine uptake (Leonetti et al.,
2016; Patrick, 2009; Porterfield, 2000; Dong et al., 2017). Because of
human activities and failure to regulate, EDCs exposure has become
global, notably in aquatic habitats, as shown for BPA in 2015
(Bhandari et al., 2015). In humans, dozens of different artificial
molecules - potential EDCs - are found today in the blood of most
persons tested (Woodruff, 2011), in the amniotic fluid of pregnant
women (Cariou et al., 2015) and in breast milk (Gascon et al., 2012).
Among the deleterious effects of EDCs early exposure, growing
concern exists about the long term impact it has on brain. Impaired
memory, cognitive functions and spatial navigational learning,
increased anxiety and hyperactivity are some of the direct conse-
quences of developmental to just BPA or EE2 exposure, as shown in
various studies on diverse rodent species (Ja�sarevi�c et al., 2011;
Johnson et al., 2015, 2016; Liu et al., 2016; Rosenfeld and Trainor,
2014; Williams et al., 2013), zebrafish (Kinch et al., 2015) or pain-
ted turtles (Manshack et al., 2016). Flame retardant exposure dur-
ing fetal development leads to important disturbances in TH and
TSH concentration, leading to reduced proliferation in neurogenic
niches in xenopus (Fini et al., 2012), and mental and psychomotor
retardations in humans and rodents (Czerska et al., 2013). PCBs and
BPA exposure can decrease levels of circulating THs, and inhibit TH-
dependent development of neuronal dendrites, notably in Purkinje
cells (Kimura-Kuroda et al., 2007). A dose-dependent decrease in IQ
with prenatal PCB exposure and TH levels reduction has been
shown (Wise et al., 2012). Therefore, EDC-induced TH disruption
can have a major impact on brain development and maturation in
animals as well as in humans. Generalized alterations of TH sig-
nalling during fetal development can lead to modifications of ge-
netic expression patterns, and could in turn impact evolution as the
developmental period is a key determinant of evolutionary pro-
cesses (Gould, 1977).

Adult neurogenesis can also be impacted by EDCs. Several
studies show that early exposure to EDCs can impair adult neuro-
genesis, whether through TH signalling or other endocrine path-
ways. One example comes from the work of Martini et al. who
linked perinatal exposure to EE2 with organizational modifications
in adult hippocampal neurogenesis (Martini et al., 2014). Perinatal
exposure to BPA can cause mitochondrial malfunction that impacts
health later in life, as exemplified by work done on rat or sheep
(Jiang et al., 2014; Veiga-Lopez et al., 2016). Given that BPA is a
known thyroid disruptor (Fini et al., 2007; Somogyi et al., 2016), it
would be interesting to investigate if this impact of BPA on mito-
chondria is generated through disruption of TH signalling. This
could be something to consider in the context of impaired neuro-
genesis caused by BPA exposure, during both perinatal periods and
adulthood (Tiwari et al., 2015a, 2015b). Exposure to BPA during
puberty can also impair spatial cognitive abilities in adult mice
(Jiang et al., 2016). Besides, EE2 exposure during adulthood has
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been shown to disrupt cell proliferation in neurogenic niches of
mice (Brock et al., 2010; Ormerod et al., 2003) and zebrafish (Diotel
et al., 2013). Since cross-talks exist between estrogens and TH
pathways at multiple levels, especially through co-regulations of TR
and estrogen receptor expression, the implication of TH signalling
in EE2-mediated disruption is highly probable (Scalise et al., 2012;
Zane et al., 2014). Thus, it appears that EDCs can impact neuro-
genesis at all stages of life, and even in the ageing brain (Weiss,
2007). More research is necessary to better characterize the
impact that BPA and other EDCs have on developmental and adult
neurogenesis.

6. Conclusions

As summarized in the figure, TH signalling has acquired critical
roles in vertebrate brain morphology, growth, maturation and
function from early fetal life to adult. Recent data highlight the vital
role of maternal THs on early neurogenic events. Thus, any mild
alteration in maternal TH levels, whether due to iodine deficiency,
hypothyroidism or chemical exposure, may interfere with brain
development. Any such modification can have long-term implica-
tions for brain function and social behaviour, potentially heritable
to future generations. A better understanding of the interactions
between TH and EDCs at the cellular, molecular and epigenetic
levels are needed to limit the societal impact of EDCs. Furthermore,
in most vertebrate species, TH is also essential to adult neuro-
genesis. However, experiments are required to determine how TH
availability is controlled in both the SGZ and SVZ adult niches
(expression of transporters, deiodinases). Molecular (new TH-
target genes) and epigenetic mechanisms underlying TH signal-
ling regulation of cell fate decision, proliferation and differentiation
also need further investigation.

A current hypothesis is that the highly conserved TH function in
the brain of many organisms influences the evolution of cognitive
complexity. A better understanding of how TH modulates the
different successive steps in brain organization across species will
highlight mechanistic evolutionary processes underlying apparent
differences. A second idea worthy of investigation is how these
interspecies differences contribute to different aspects of animal
behavioral (food seeking and storage behaviours, social behaviour
and cognition).
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The vital roles of thyroid hormone in multiple aspects of perinatal brain development have

been known for over a century. In the last decades, the molecular mechanisms underlying

effects of thyroid hormone on proliferation, differentiation, migration, synaptogenesis, and

myelination in the developing nervous system have been gradually dissected. However,

recent data reveal that thyroid signaling influences neuronal development throughout life,

from early embryogenesis to the neurogenesis in the adult brain. This review deals with

the latter phase and analyses current knowledge on the role ofT3, the active form of thyroid

hormone, and its receptors in regulating neural stem cell function in the hippocampus and

the subventricular zone, the two principal sites harboring neurogenesis in the adult mam-

malian brain. In particular, we discuss the critical roles of T3 and TRα1 in commitment to a

neuronal phenotype, a process that entails the repression of a number of genes notably

that encoding the pluripotency factor, Sox2. Furthermore, the question of the relevance of

thyroid hormone control of adult neurogenesis is considered in the context of brain aging,

cognitive decline, and neurodegenerative disease.

Keywords: thyroid hormones, adult neurogenesis, brain functions, adult neural stem cells, plasticity, physiology

THYROID HORMONES AND ADULT BRAIN FUNCTION

Thyroid hormones (THs) are vital for brain organization and

function throughout life. In the developing mammalian embryo

prior to instigation of fetal thyroid function maternal THs are

required for optimal neurogenesis (1, 2). At all life stages, but

particularly during perinatal growth, T3 is implicated in mul-

tiple processes including neurogenesis (cell cycle control and

exit), synaptogenesis, migration, plasticity, and myelination (3).

In adults, thyroid dysfunction correlates with neurological and

behavioral disorders. Even if developmental hypothyroidism pro-

duces more deleterious, irreversible effects, adult hypothyroidism

alters hippocampus function: memory impairment, anxiety, and

depression-like symptoms in rodent models and humans (4, 5). In

adults, the mechanisms underlying these cognitive problems are

less well understood than during perinatal development. However,

it is established that reduced neurogenesis, especially in the rodent

hippocampus, due to either aging or stress, is associated with

neurocognitive deficits such as anxiety, depression (6), and with

neurodegenerative disease such as Alzheimer’s (7, 8). In mammals,

including humans, the subgranular zone (SGZ) of the hippocam-

pal dentate gyrus and the subventricular zone (SVZ) represent

the two main neurogenic niches. These niches produce newborn

neurons from neural stem cells (NSC) throughout life and so, con-

tribute to brain plasticity during learning, memory, and recovery

from brain damage (9). Many extrinsic and intrinsic signaling fac-

tors regulate different stages of adult neurogenesis (10), with TH

signaling being well known to control NSC homeostasis [see below

and (11–16)]. Understanding the mechanisms underlying T3 reg-

ulation of adult neurogenesis is crucial to develop treatments for

neurocognitive disorders.

A rich literature links thyroid physiology and neurocognitive

dysfunction in humans. Hypothyroidism is associated with mood

instability and depression, dementia, memory impairment, and

psychomotor problems (17). Most often, mood abnormalities

reverse under T4-supplementation, but can persist after long-term

hypothyroidism (18). The mechanisms implicated are unknown,

although T3 levels affect serotoninergic and catecholaminergic

signaling at multiple levels (19, 20), systems often targeted by anti-

depressants. Further, in children and adolescents (21), as well as

adults (22), hypothyroidism, and reduced memory function are

associated with decreased hippocampal size, suggesting that TH

deficiency causes structural alterations. Thus, it is plausible that

neurogenesis in rodents, and depression or other psychiatric dis-

eases associated with hypothyroidism in humans, may be related

to reduced hippocampal neurogenesis.

However, the links between cognitive deficits and neurogene-

sis – “the neurogenic hypothesis of depression” – are still poorly

understood. Even if there is evidence for adult neurogenesis in

both SVZ (23) and SGZ (24) in humans, the contribution of adult

neurogenesis to human brain function, and in particular to behav-

ioral outputs, is still questioned, a point discussed in the next

section.

However, there is increasing cellular and molecular under-

standing of the links between TH signaling and adult neuroge-

nesis in rodents. Adult-onset hypothyroidism reduced the num-

ber of newborn neuroblasts in the dentate gyrus (14). Further-

more, in adult hypothyroid animals displaying depressive-like

behavior, neurogenesis in the dentate gyrus is reduced and den-

dritic arborization is impaired. TH supplementation rescues these

modifications (14).
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THYROID HORMONE REGULATES ADULT NEUROGENESIS

Neural stem cells in adult SGZ and SVZ slowly divide asymmetri-

cally, giving rise to progenitors. In rodents, these highly prolifer-

ative progenitors generate neuroblasts that migrate and integrate

into the pre-existing neuronal networks of the hippocampus and

the olfactory bulb (OB). More recent findings highlight a third

neurogenic niche within the adult rodent hypothalamus, a region

regulating energy balance, food intake, and body weight (25, 26).

In humans, the functional role of adult neurogenesis is con-

troversial (27–30). Both generation of new neuroblasts and their

functional incorporation, especially in the OB, is still questioned.

However, recent data showed that new neurons, probably pro-

duced from the adult SVZ, are observed in the human striatum,

showing that adult human SVZ can contribute to neurogenesis at

least in this region (31). A decrease of neuroblasts, expressing the

neuronal precursor marker doublecortin (DCX), is observed con-

tinuously from the first year after birth, in the SVZ and SGZ (29,

30, 32, 33). However, a recent study shows that a subpopulation

of hippocampal neurons is able to renew, supporting the concept

that adult neurogenesis occurs in humans and could contribute to

cognitive functions (24).

SVZ AND SGZ NICHES

Thyroid hormone signaling is one of the main pathways vital

for adult neurogenesis. Recently, T3 was demonstrated to exert

critical roles in cell proliferation and NSC commitment toward

neuroblasts in both the rodent SVZ and SGZ in vivo (15, 16).

T3 acts on transcription through nuclear receptors, Thyroid Hor-

mone Receptors (TRs). In vertebrates, different isoforms derive

from the Thra (TRα2 and TRα2) and Thrb (TRβ1 and TRβ2)

genes. The adult hippocampus expresses TRα1, TRβ1, and β2 iso-

forms (16, 34), whereas only TRα1 is expressed in the adult mouse

SVZ (13, 15).

T3 regulates adult neurogenesis at different steps (prolifera-

tion, survival, differentiation, and maturation). Hypothyroidism

significantly reduces progenitor proliferation in the SVZ of adult

mice, whereas a short T3 pulse restores mitotic activity to euthy-

roid levels (13). Similarly, using Ki67 as a proliferation marker

and a BrdU incorporation protocol to measure cell proliferation

limiting labeling of postmitotic cells, Montero-Pedrazuela et al.

(14) demonstrated that hypothyroidism in adult rats, induces

a decrease of proliferation (about 30%) in the adult SGZ that

is reversed by T4 treatment. Furthermore, hypothyroidism does

not affect cell survival. In contrast, two others studies shown

that hypothyroidism had no observable effect on numbers of

proliferative progenitors in the adult SGZ progenitor prolifer-

ation but their survival was reduced, suggesting a role of T3

on the postmitotic progenitors (11, 12). The reasons for these

differences may reside in (i) methods for the induction of

hypothyroidism (ii) and potential differences in BrdU protocols

used in these studies that may or may not include postmitotic

cells.

In the SGZ, TRα1 has different effects on proliferation and dif-

ferentiation (16, 35). First, progenitor proliferation is unaffected

by TRα1 loss (TRα1−/− mutant) or overexpression (TRα2−/−

mutant) (35). This finding correlates with the fact that TRα1 is not

expressed in progenitors within the SGZ, but is highly expressed

in post-mitotic progenitors corresponding to immature neurons

(35). Second, neurogenesis is increased in TRα1−/− mice, whereas

in TRα2−/− mice (overexpression of TRα1), decreased survival

reduces numbers of post-mitotic neuroblasts (35). These stud-

ies suggest that in the SGZ, T3 acts at later steps than in the

SVZ, in the post-mitotic progenitors (16, 35) (Figure 1A). Inter-

estingly, the damaging effects of adult hypothyroidism on hip-

pocampal neurogenesis are recapitulated in TRα2−/− mice (35).

The TRα2−/− mutant, in which TRα1 is overexpressed due to the

ablation of TRα2, exhibit a mixed hypo- and hyperthyroid phe-

notype: reduced levels of T4/T3 in serum, decreased growth rate

and body weight, elevated heart rate suggesting that the increased

TRα1 levels is associated with increased receptor effects (35, 36).

In a hypothyroid context, TRα1 – in this mutant – acts as an

aporeceptor due to limited T3 availability. How the role of TRα1

aporeceptor affects adult SVZ neurogenesis is unknown. Exam-

ining this possibility should identify new TRα1 targets (of both

liganded and unliganded receptors) involved in regulating adult

neurogenesis.

In the SVZ, although TRα1 is absent from NSCs, it appears in

proliferative Dlx2+ progenitors and is high in DCX+ neuroblasts,

suggesting that TRα1 favors NSC commitment toward a neuronal

phenotype [(15), Figure 1B]. This hypothesis is bolstered by the

observation that TRα1 gain of function in vivo generates migrat-

ing neuroblasts entering the rostral migratory stream. Inversely,

shRNA-mediated TRα1 loss of function increases numbers of

SVZ NSC/progenitors. Moreover, hypothyroidism also increases

NSC/progenitor populations, a situation recapitulated in mutant

TRα°/ ° mice (lacking all isoforms encoded by the TRα locus). In

hypothyroidism, NSC/progenitors are blocked during interphase

(13). Thus, absence of either TRα1 or T3 induces similar effects:

increasing NSC and progenitors pools, while decreasing neuroblast

numbers.

In the adult SVZ, T3, through TRα1, acts as a neurogenic

switch by repressing a key gene involved in NSC pluripotency,

Sox2 (15) (Figure 1B). In vivo loss and gain of TRα1 func-

tion approaches demonstrated that Sox2 is directly repressed by

T3/TRα1 in progenitors. Moreover, the progenitor to neuroblast

transition – governed by T3/TRα1 – may be reinforced by T3

repression of CyclinD1 and c-Myc, involved in cell cycle progres-

sion (13, 15, 37). Thus, T3 could regulate adult SVZ homeostasis

at two levels: (i) repression of a master gene involved in NSC

pluripotency and (ii) repression of cell cycle regulators.

TH SIGNALING AND HYPOTHALAMIC NEUROGENESIS?

Some authors consider that certain tanycytes (glial-like cells) in the

ependymal layer are NSCs. An emerging idea is that these tany-

cytes are diet-responsive adult NSCs, linking food intake, body

weight, and energy balance to neuronal plasticity [for reviews, see

(25, 26)]. Interestingly, T3 is a strong regulator of energy metab-

olism at both peripheral and central, hypothalamic, levels (15).

An exciting hypothesis is that T3 may regulate adult hypothala-

mic neurogenesis and thereby modulate plasticity of hypothalamic

neuronal networks regulating energy balance. Many components

of TH signaling are expressed in tanycytes in the rodent brain (D2,

OATP1C1, MCT8, see Figure 1C) and in turn, tanycyte activity

is critical to control of the hypothalamic/pituitary/thyroid (HPT)
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FIGURE 1 |Thyroid hormone signaling regulates adult neurogenesis in

the hippocampus, the subventricular zone and, potentially, the

hypothalamus. (A) In the hippocampal niche (SGZ), NSC gives rise

proliferating progenitors (2a) and then, more committed progenitors (2b)

and post-mitotic neuroblasts (type 3). Type 3 progenitors give rise to

immature and mature granule neurons. A role of T3, in concert with TRα1,

has been observed in non-proliferating progenitors, from type 2b cells to

mature granule cell neurons. Adult-onset hypothyroidism or TRα1

overexpression (TRα2−/− mice) alters survival of post-mitotic neuroblasts,

decreasing hippocampal neurogenesis. (B) In the adult SVZ, lining the

lateral ventricle, three main cell types are located: NSCs that divide

asymmetrically to give rise to proliferating progenitors. Progenitors divide

rapidly producing neuroblasts that migrate along the rostral migratory

stream (RMS) to the olfactory bulb (OB) where they differentiate into

interneurons. SOX2 and TRα1 are inversely expressed within the SVZ: cells

expressing high levels of TRα1 express low levels of SOX2 (neuroblasts). T3

is involved in both progenitor proliferation and determination. TRα1

overexpression in NSC and progenitors drives progenitor commitment

toward a neuronal phenotype since cells overexpressing TRα1 are found in

clusters entering the RMS. (C) In the adult hypothalamus, the third

ventricle is lined by ependymal cells (in gray) interspersed with tanycytes

(in blue). Some of these tanycytes are stem cells. They possess a long

process that projects into hypothalamic nuclei (in pink). Some recent data

support the idea that tanycytes are able to generate new neurons that

migrate into adjacent hypothalamic nuclei. Tanycytes express many key

actors of the TH pathway (Dio2, OATP1C1, and MCT8) thus, facilitating TH

entry into the hypothalamus. These tanycytes could be considered as an

“integrative platform” relaying central and peripheral signals to adapt adult

neurogenesis to food intake and energy metabolism. A key role of TH in the

regulation of adult hypothalamic neurogenesis is an exciting hypothesis.

axis (38). How TH status and signaling affect adult hypothalamic

neurogenesis in relation to feeding and energy balance is an

important future research question.

CONTROL OF T3 AVAILABILITY DURING ADULT

NEUROGENESIS

Some T3 effects on stem cell biology can seem paradoxical, T3

enhancing both proliferation and differentiation and exerting dif-

ferent actions at successive steps of neural commitment. The

biological outcome of TH signaling clearly relates to cellular con-

text, notably, chromatin state and presence of ligand, TRs, and

co-factors.

One hypothesis is that adult NSCs do not integrate T3 signal-

ing until neural determination is underway, as TRα1 appears in

neural progenitors, with the signal increasing in neuroblasts (15).

In the TRα1:GFP knock-in mouse (39), expression of TRα1:GFP

was not investigated closely in the SVZ. Although more data is

needed on the kinetics of TR expression, a critical factor will
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be T3 availability, largely determined by deiodinases. Two deio-

dinases are expressed in the brain, the activating deiodinase 2 (or

D2, encoded by Dio2) and the inactivating deiodinase 3 (or D3,

encoded by Dio3). However, there is little published data on con-

trol of TH availability during neural determination and the little

available is from in vitro systems. For instance, during in vitro neu-

ronal differentiation of a human embryonal carcinoma stem cell

line (NT2 cells derived from a teratocarcinoma), TRα1 and TRβ1

expression is down regulated, with TRα2 expression unchanged

(40). T3 treatment induced stronger upregulation of Dio3 in NT2

precursors than in differentiated cells.

Though hypothyroid brains show reduced NSC/precursor pro-

liferation, no clear relationship between T3 availability and control

of NSC cell cycle has yet been established. Interestingly, Dio3

expression correlates with proliferative status in solid tumors (41).

This finding fits with in vitro data [from Ref. (42)] where Dio3

expression is high in early progenitors compared to human embry-

onic stem cells and neural progenitors. The biological significance

of this finding in terms of NSC biology is hard to decipher. Accord-

ing to current data, local hypothyroidism favors maintenance of

NSC/progenitor populations (13, 15) with T3 being a prolifera-

tion and neurogenic factor (15, 43). Similarly, expression of Dio3

within the imprinted dio3-dlk1 locus is associated with stemness

(44). From an evolutionary point of view, the conservation of syn-

teny in this locus among vertebrates seems to indicate that control

of TH signaling is associated with stemness.

TH CONTROL OF ADULT NEUROGENESIS IN THE AGING

BRAIN

Circulating TH levels decrease as a function of age in humans

(45, 46) and rodents (47). In the aging human population, both

increases and decreases in circulating TSH have been observed

(48–51), suggesting reduced or impaired pituitary responses in

elderly people. However, higher TSH is associated with greater

longevity in numerous human cohorts [see for example: (52)].

Further, neurogenesis decreases with age (53–55). THs being vital

for adult neurogenesis (13), it will be interesting to address the

links between these phenomena during aging.

Among the numerous genes involved in adult neurogenesis, an

increase in p16INKA4 (CDKN2a) has been causally related to neu-

rogenic decline during aging (56). p16INKA4 can itself be inhibited

by the synergistic action of Bmi1 and c-Myc (57, 58). Direct acti-

vation of c-Myc by T3 through a TRE was shown in Xenopus

intestinal stem cells (59), whereas in adult SVZ T3 directly inhibits

a c-myc reporter construct through an identified TRE (13). Thus, a

potential indirect regulation of p16INKA4 by T3 could differ accord-

ing to species, cell populations and function of developmental

context.

DECREASING CIRCULATING THs ARE ASSOCIATED WITH COGNITIVE

DECLINE AND NEURODEGENERATION

Cognitive deficiency is frequently observed in the elderly humans

and in aging rodents (60, 61). Marked effects are seen on learning

and memory, processes that implicate neurogenesis in the dentate

gyrus of the hippocampus (62, 63), a structure that diminishes

with age and in many neurodegenerative pathologies (62, 64).

TH treatment can improve cognitive performances in hypothyroid

mice (8) and in humans (65), leading to speculation that cognitive

deficiency can be causally linked to reduced TH signaling in aging.

Despite declining neurogenesis with age, Yeung et al. recently

demonstrated that 13-month-old mice still have the capacity to

generate new neurons after a selective neuronal loss in the hip-

pocampus, but without cognitive recovery (66). These results

suggest that although some neurogenesis can still occur in aged

mice, it might not be sufficient to compensate for neurodegenera-

tion. TH facilitate repair after neurodegenerative lesions (67, 68).

It is plausible that their decline is linked to decreased repair in

neurodegenerative diseases of aging.

Mitochondrial biogenesis also reduces with aging (69), along

with an increase in mitochondrial dysfunction (70). Thyroid sig-

naling influences cellular metabolism and mitochondrial func-

tions (71). Impaired thyroid signaling impacts mitochondrial res-

piration and hence reactive oxygen species (ROS) production, with

either beneficial or damaging cellular effects (72). Since activity

changes in mitochondrial respiration are linked to changes in cell

proliferation rates (73), such as those occurring in the early phases

of NSC differentiation, it can be postulated that mitochondrial

dysfunctions impact neurogenesis, again linking reduced neurode-

generative repair capacity to decreased circulating T3/T4 levels.

However, little is known about control of T4/T3 availability (deio-

dinase and TH transporter expression) during aging in the NSC

niches, nor on the consequences of these modification for NSC

metabolism, questions that it will be interesting to address.

Circadian rhythm perturbations also increase with age (74,

75). TSH (and to a lesser extent T3) levels display circadian

rhythms (76–78), as does neurogenesis (79). Moreover, circadian

clock-associated genes influence neuronal differentiation of adult

NSC/progenitors (80). Two major circadian rhythm regulation

genes, Bmal1 and Clock, are cooperatively activated by Sirt1 and

Pgc1a, a function that changes with age (81). In turn, SIRT1 can act

as a coactivator of TRβ (82) and is implicated in neurogenesis (83).

Further, Pgc1a is directly regulated by T3 (84), and can itself mod-

ulate Thra expression (85). Some circadian clock-related genes are

regulated by T3 (86). Thus, multiple arguments converge to sug-

gest that impairments of circadian rhythm with age can be linked

to changes in thyroid signaling, thereby impacting neurogenesis.

Induction of a chronic inflammatory state has been asso-

ciated with aging (87, 88), and inflammation can significantly

reduce neurogenesis (89–91). Brain inflammation is character-

ized by macrophages and microglia producing proinflammatory

cytokines (TNFα, IL-1β, and IL-6) during prolonged inflamma-

tion. These same cytokines increase in the aging brain (92), and

may enhance gliogenesis at the expense of neurogenesis (93–96).

TNFα activates the p38 MAP kinase (MAPKp38) that triggers IL-

1β production (97). As T3 can represses MAPKp38 activation by

TNFα (98), reduced T3 dependent repression of proinflammatory

cytokines with aging could negatively impact neurogenesis.

CONCLUSION

Thyroid hormone is one of the few endocrine signals that exerts

marked effects on both hippocampal and SVZ neurogenesis in

adult mammalian brains. Although distinct differences are noted

in expression of TRs and the consequences of their activation in

these respective niches, it is well established that hypothyroidism
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adversely affects both populations. Given the frequency of thy-

roid disorders in the general population, notably in women and

during aging, it is important to consider the consequences of

these disorders on the incidence and severity of psychiatric and

neurodegenerative disease.
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Annexe IV : Poster : Impact of thyroid status on radial glial to neural stem cell

transition in the developing brain and on p57kip2 in adult neurogenesis

Poster présenté à la session d'introduction du  JSPS Summer Program 2014,  le 13 juin 2014 au

Shonan Village Center Auditorium, Hayama, Kanagawa, Japon. 
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I.5. Annexe V : Poster :  Thyroid hormones and cell metabolism cooperate in

determining adult neural stem cell fate

Poster présenté à l'école d'été  FEBS Advanced Lecture Course - Nuclear Receptor Signaling in

Physiology and Disease, du 24 au 26 août 2015 au Spetses Hotel, Spetses, Grèce. 

Prix du meilleur poster.
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