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Introduction







Introduction générale

Qu’est ce qui rend les humains si uniques ? Les mystéres de l'intelligence
suscitent de nombreuses interrogations depuis des millénaires. L’étre humain étant
loin d’avoir le cerveau le plus volumineux parmi les mammiféres, ni le rapport taille
du cerveau/masse corporelle, ni la taille du cerveau seule, elle-méme trés variable
entre individus, ne peuvent expliquer 'intelligence humaine. Au cours de I'évolution,
le cortex cérébral des mammiferes s’est agrandi de maniére plus importante que
'ensemble du cerveau (Figure 1) (Herculano-Houzel, 2014), formant chez de
nombreuses espéces des circonvolutions et allant chez ’'Homme jusqu’a représenter
80 a 90% du volume cérébral. Au sein du cortex cérébral, I'information sensorielle est
traitée, intégrée et stockée, engendrant différents types de comportements, faisant
de cette structure le siége d’activités cognitives complexes, propres a ’'Homme, dont
la réflexion, I'art et I’humour.

Ce cortex cérébral est composé de types cellulaires variés parmi lesquels les
neurones, bien connus, qui transmettent I'influx nerveux, et les cellules gliales dont
font partie les astrocytes. Formant une des populations cellulaires les plus
importantes du cerveau chez les mammiferes, les astrocytes tapissent le tissu
cérébral d’'un réseau en apparence continu. L’augmentation spectaculaire du nombre
de cellules gliales et de leur complexité au cours de I'évolution suggére qu’elles ont
un réle dans l'acquisition de certaines facultés cognitives propres aux humains.
Longtemps considérées comme de simples cellules a fonction de support et de
nutrition pour les neurones, il est largement admis aujourd’hui qu’elles ont d’autres
réles essentiels, notamment dans le développement du cerveau, la formation et le
fonctionnement des synapses, mais aussi le contréle du débit sanguin et la formation
de la barriere hémato-encéphalique. Elles sont de plus impliquées dans de
nombreuses pathologies et troubles neurodéveloppementaux ainsi que dans la
réponse aux lésions du systeme nerveux central. Il reste encore beaucoup a
découvrir quant a leurs caractéristiques moléculaires et fonctionnelles mais il est
certain qu’elles forment une population hétérogéne en termes de morphologie,
fonction, et expression génique qu’il est important de comprendre afin de faire
progresser la neurobiologie et la connaissance du fonctionnement du cerveau

humain.



D’ou viennent ces différentes fonctions, sont-elles prédéterminées deés le
stade cellule souche ? La question du développement des astrocytes a été
longtemps mise de c6té a cause de leurs origines multiples, des différences
observées entre espéces. Un autre aspect rendant leur étude difficile, est 'absence
d’un point développemental final, a partir duquel les cellules seraient clairement
différenciées et identifiables, morphologiquement ou a l'aide de marqueurs
moléculaires : en effet, contrairement aux neurones ou aux oligodendrocytes, les
astrocytes conservent un potentiel mitotique et changent d’état pour devenir réactifs
dans des conditions pathologiques ou de Iésions. S’ils ne semblent donc pas figés
sur le plan développemental, moléculaire et fonctionnel, les stratégies de biologie
moléculaire et techniques d’imagerie actuellement disponibles permettent a présent
d’étudier la mise en place des astrocytes dans le cortex cérébral, de la cellule souche
au réseau mature afin, peut-étre, d’élucider les origines de leur hétérogénéité.

Cette introduction abordera tout d’abord I'hétérogénéité des astrocytes a
différentes échelles, puis le développement du cortex cérébral murin et la gliogenése
en particulier, pour terminer par les stratégies d’analyses du lignage cellulaire en

combinant outils de pointe en biologie moléculaire et imagerie.
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Figure 1. Taille du cerveau chez les mammiféres.

Les cerveaux de grande taille apparaissent plusieurs fois de maniére indépendante chez les
mammiferes au cours de I'évolution. Des exemples d’espéces sont illustrés pour chaque grand
groupe de mammiferes. (d’apres Herculano-Houzel, 2014)






1. Historique

Pour comprendre la maniere dont les cellules gliales sont percues et étudiées
aujourd’hui, il faut remonter a I'époque de leur premiére description, il y a plus d’un
siecle. Les théories de I'époque, essentiellement basées sur des descriptions
morphologiques, étaient difficilement vérifiables. Les outils technologiques modernes
ont apporté certaines réponses mécanistiques. Cependant, nombreuses sont les
questions déja posées a cette époque auxquelles les chercheurs essayent encore de

répondre aujourd’hui.

1.1. Découverte et premieres descriptions de la glie

Les cellules gliales furent probablement observées et illustrées pour la
premiere fois par le médecin, botaniste et physiologiste francais Henri Dutrochet en
1824 grace a ses études des mollusques (Dutrochet, 1824; Fan and Agid, 2018)
(Figure 2). La notion de “Nervenkitt” ou neuroglie fut employée pour la premiére fois
par le pathologiste allemand Rudolf Virchow en 1846 pour décrire une substance
conjonctive retrouvée dans le cerveau, la moelle épiniere et les nerfs sensoriels et
dans lesquels les éléments nerveux seraient enrobés (Virchow, 1846, 1856; Somjen,
1988; Young, 1991; Kettenmann and Verkhratsky, 2008). Il exposa ses découvertes
publiqguement en 1958 (Virchow, 1858) pour décrire cette substance pénétrant dans
la masse cérébrale, remplissant tous les interstices autour des cellules nerveuses et
leurs prolongements, mais séparant également le tissu nerveux des vaisseaux
sanguins. C’est le neuroanatomiste allemand Otto Deiters qui identifia le premier des
cellules non neuronales, c'est-a-dire dépourvues d’axone, selon lui, dans le systéme
nerveux (Deiters, 1865; Ramén y Cajal, 1909). Elles furent par la suite nommées les
cellules de Deiters. Cette distinction neurones-glie fut accentuée par le médecin
italien Camillo Golgi grace a sa méthode de marquage au nitrate d’argent, mise au

point en 1873.

D’aprés I'anatomiste et histologiste hongrois Mihaly von Lenhossék (von
Lenhossék, 1891), Camillo Golgi fit le premier référence a des fibres s’étirant
radialement depuis les cellules épendymaires jusqu’a la surface piale de la moelle
épiniere embryonnaire, mais il attribua au scientifique norvégien Fridtjof Nansen
I'idée que les cellules de Deiters dérivent en réalité de I'épendyme embryonnaire,
théorie confirmée par Ramén y Cajal (Ramén y Cajal, 1913) et toujours acceptée
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Figure 2. Premiéres descriptions des astrocytes.

Des petits globules de Dutrochet aux dessins des différents sous types gliaux de del Rio Hortega : les
premiéres descriptions de la glie et des astrocytes. (d’apres Dutrochet, 1824 ; Virchow, 1858,
Deiters, 1865 ; Andriezen, 1893 ; Somjen, 1988 Golgi, 1903 ; Ramon y Cajal ; 1919 ; del Rio Hortega
1920 ; et Fan et Agid, 2018)



aujourd’hui. Cette interprétation changea la perception de la glie, définie comme
d’origine ectodermique et non plus comme un tissu conjonctif, et séparée en deux
catégories par le médecin, histologiste et pathologiste espagnol Nicolas Achdcarro y
Lund (Achucarro y Lund, 1915) : la glie épendymaire et la glie autonome (détachée
de la couche épendymaire). Si le médecin suisse Wilhelm His suggéra ensuite que
les fibres gliales embryonnaires servent de guide a la migration des neurones en
développement (His, 1889), il fallut attendre une centaine d’années pour que les

travaux de Pasko Rakic décrivent ce phénomene (Rakic, 1971, 1972).

On doit le terme d’astrocyte, -astro pour étoile et -cyte pour cellule a Mihaly
von Lenhossék (von Lenhossék, 1893), en référence a leurs multiples et complexes
prolongements donnant a ces cellules une forme étoilée. Alors que Camillo Golgi
décrivit dés 1885 différents types de glie (Golgi, 1885), c’est plus tard que William
Lloyd Andriezen nomma et distingua la glie fibreuse, principalement présente dans la
substance blanche, de la glie protoplasmique présente dans la substance grise
(Andriezen, 1893). Par la suite, le médecin et chercheur espagnol Pio del Rio
Hortega distingua le premier les oligodendrocytes de la microglie et des astrocytes
grace a l'amélioration de méthodes de marquage basées sur l'imprégnation
métallique (del Rio Hortega, 1918, 1920, 1921). A partir de leurs observations
morphologiques, quelques savants s’avancérent a émettre plusieurs théories

concernant la fonction des cellules gliales.

1.2. Fonctions connues des astrocytes au début du siecle dernier
Virchow concevait la glie comme un élément donnant une forme au cerveau,
en maintenant les cellules ensemble. D’aprés Camillo Golgi (Golgi, 1885), la
présence des prolongements gliaux au niveau des vaisseaux sanguins étaye cette
théorie selon laquelle les cellules gliales servent a nourrir les neurones, avec d’'un
cbté des terminaisons gliales apposées aux vaisseaux sanguins, et de l'autre des
prolongements protoplasmiques assimilés a des dendrites, et formant un continuum
avec les dendrites des cellules nerveuses. Il pensait a I'époque que, contrairement a
I'axone, les dendrites n'ont pas de role dans la signalisation nerveuse et servent a
acheminer les nutriments jusqu’au corps cellulaire et a I'axone, faisant des cellules
gliales les intermédiaires parfaites entre vaisseaux et neurones. Santiago Ramén y
Cajal, quant a lui pensait au début que ces cellules forment une chaine de tissu
nerveux, servant de charpente et d’isolant, agissant en tant que support et protection
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des cellules nerveuses et des vaisseaux sanguins (Ramon y Cajal, 1909), et rejetait
la théorie du pathologiste allemand Carl Weigert selon laquelle la glie sert a remplir
les espaces vides entre les neurones (Weigert, 1895). Cajal admit cependant que la
glie devait avoir de nombreux autres réles encore inconnus dans le systéme nerveux.
L’italien Emilio Lugaro suggéra quant a lui que la glie pouvait supprimer et détoxifier
les produits finaux du métabolisme neuronal (Lugaro, 1907).

Les cellules gliales étant dépourvues d’axone, ne formant pas de nerfs
connectés aux organes et aux muscles, et ne générant pas de potentiels d’action
détectables par les techniques d’enregistrement initiales, leur étude physiologique
n’a commencé que dans les années 1950, bien longtemps aprés celle des neurones,
alors qu'ils avaient été décrits a la méme période, et souvent par les mémes savants.
Ainsi le concept de population homogéne composée de cellules de support, basé sur
des observations essentiellement morphologiques domina la pensée dans le
domaine des neurosciences pendant plusieurs dizaines d’années et alimenta un
désintérét général pour la physiologie de ces cellules, excepté dans des cadres
pathologiques (Fan and Agid, 2018). Les modéles cérébraux basés sur la fonction

neuronale furent communément adoptés.

2. Hétérogénéité des astrocytes

Depuis les années 1990 de nombreuses études sont venues ébranler ces
modéles de fonctionnement cérébral et décrire les nombreuses fonctions des
astrocytes qui vont bien au-dela des réles nutritif et de support qui leur étaient
accordés jusque la. On sait aujourd’hui que les astrocytes forment une population
tres hétérogene avec des morphologies et des propriétés moléculaires et
fonctionnelles distinctes. Cette hétérogénéité est retrouvée a plusieurs échelles:
entre espéces, entre régions du cerveau, au sein d'une méme région mais
également sur le plan développemental. (Emsley and Macklis, 2006; Matyash and
Kettenmann, 2010; Chaboub and Deneen, 2012; Oberheim et al., 2012; Bayraktar et
al., 2015).

2.1. Hétérogénéité morphologique
Dés la fin du 19° siécle, I'hétérogénéité morphologique des astrocytes est
reconnue grace aux nombreux dessins de Santiago Ramoén y Cajal, Camillo Golgi et
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Figure 3. Les astrocytes: une population morphologiquement hétérogéne.

(a) Cellules gliales marquées par la technique de Golgi dans le cortex cérébral humain (Retzius,
1894). (b) Différents sous-types d'astrocytes marqués par la technique de Golgi dans le cervelet
humain. M: molecular layer; P: Purkinje cell layer; G: granule cell layer ; W: white matter (Ramén y
Cajal). (c) Représentations schématiques des sous-types d'astrocytes présents dans le cortex
cérébral murin (Tabata, 2015).
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Gustaf Retzius (Retzius, 1894; Matyash and Kettenmann, 2010; Kimelberg and
Nedergaard, 2010) (Figure 3a), et les astrocytes fibreux sont déja distingués des
astrocytes protoplasmiques. Les astrocytes protoplasmiques se trouvent dans la
substance grise et sont caractérisés par des prolongements complexes occupant un
grand volume et dont les plus fines branches ne peuvent pas étre résolues en
microscopie classique. lls étendent leur arborisation jusqu’aux vaisseaux sanguins et
les enveloppent pour former la paroi externe de la barriere hémato-encéphalique.
Les astrocytes fibreux quant a eux se trouvent dans la substance blanche et
possedent des prolongements moins nombreux et plus épais, orientés le long des
fibres nerveuses et contactent également les vaisseaux sanguins (Reichenbach and
Wolburg, 2004; Matyash and Kettenmann, 2010). D’autres sous-types d’astrocytes,
identifiés par leurs morphologies distinctes, ont ensuite été décrits comme la glie de
Muller dans la rétine et la glie de Bergmann dans le cervelet (Figure 3b).

A ces différents sous-types d’astrocytes viennent s’ajouter les astrocytes de la
couche corticale |, ou astrocytes de la surface piale. lls peuvent présenter une
morphologie complexe et fournie comme les astrocytes protoplasmiques, ou avoir
une forme beaucoup plus simple, plus proche de celle des astrocytes de type fibreux.
Leurs prolongements et/ou leur corps cellulaire couvrent la surface externe du
parenchyme cortical au niveau de la surface piale et forment la glia limitans, au
contact des méninges (Tabata, 2015) (Figure 3c). Les différents sous-types
astrocytaires mentionnés ci-dessus ont été d’abord distingués grace a leur
morphologie (Emsley and Macklis, 2006; Sofroniew and Vinters, 2010) puis par les

différents marqueurs moléculaires qu’ils expriment, détaillés ci-dessous.

2.2. Hétérogénéité moléculaire
Le marqueur GFAP

Une des grandes difficultés de I'’étude du développement des astrocytes est
gu’en dépit de la disponibilité de nombreux marqueurs pour ces cellules, il n’existe
pas a ce jour de marqueur spécifique de tous les astrocytes qui ne soit exprimé dans
aucun autre type cellulaire. Alors que les études développementales des neurones et
des oligodendrocytes ont bénéficié de marqueurs spécifiques de sous-types et de
stades développementaux, la plupart de celles concernant les astrocytes se sont
basées jusqu’a présent sur I'expression de la protéine acide fibrillaire gliale (Glial
Fibrillary Acidic Protein ou GFAP), une protéine des filaments intermédiaires
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différentiellement exprimée par les cellules astrogliales et un marqueur d’astrocytes
différenciés plut6t tardif (Bignami et al., 1972; Molofsky et al., 2012). En effet,
beaucoup d’astrocytes n’expriment pas la GFAP de maniére détectable en condition
normale. Son expression varie suivant les zones cérébrales, se révélant par exemple
forte dans I'hippocampe et faible dans le thalamus (Khakh and Sofroniew, 2015).
Dans le cortex cérébral, la GFAP, qui ne marque pas le corps cellulaire des
astrocytes, est beaucoup plus faiblement exprimée dans les astrocytes de type
protoplasmique, ou elle n’est parfois retrouvée que dans les terminaisons en contact
avec les vaisseaux sanguins, que dans les astrocytes de type fibreux, qui I'expriment
tardivement (Figure 4a-b) (Miller and Raff, 1984; Oberheim et al., 2009). Les
astrocytes de la surface piale quant a eux expriment fortement la GFAP (Khakh and
Sofroniew, 2015). Il y a plusieurs autres limites a I'utilisation de ce marqueur: la
GFAP est aussi retrouvée dans les cellules adultes multipotentes de type B de la
zone sous épendymaire chez les rongeurs (Doetsch et al., 1997), et est activée dans
les astrocytes réactifs (activés en réponse a une pathologie) (Eng et al., 2000) et
dans les astrocytes en culture (Imura et al., 2006).

Les marqueurs précoces NFIA et GLAST

D’autres marqueurs ont depuis été identifies, avec chacun leurs limites
(Molofsky et al., 2012). Parmi ces marqueurs, le facteur de transcription NFIA, qui
contréle le début de la gliogenése dans la moelle épiniere (Deneen et al., 2006) ainsi
que le transporteur astrocytaire de glutamate et d’aspartate GLAST (GluT-1 ou
EAAT1) qui est déja présent dans les cellules de la glie radiaire de la moelle épiniére
en développement (Shibata et al., 1997). Toutefois, ces marqueurs, exprimés dés le
jour embryonnaire 11.5 (E11.5), ne deviennent completement spécifiques des
astrocytes que plusieurs jours aprés différenciation dans la zone ventriculaire, et sont
retrouvés dans d’autres types cellulaires, notamment dans certains précurseurs

d’oligodendrocytes (Molofsky et al., 2012).

S100p et les autres marqueurs d’astrocytes

Parmi les autres marqueurs astrocytaires, on peut citer le trés connu S1008 :
marqueur tardif, cet antigene est tres présent dans les astrocytes protoplasmiques
(Figure 4a-b), ou il présente 'avantage de marquer le corps cellulaire, mais est absent
dans ceux de la surface piale. Il est caractéristique des astrocytes matures et ne
marque pas les cellules souches neurales (Raponi et al., 2007; lhrie and Alvarez-
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Expression

astrocytes; labels both fibrous and
protoplasmic astrocytes
Early expression

Marker onset Advantages Caveats

Glast mEll.5, cE5 Early expression Also expressed in some oligodendrocyte
precursors

NFI A/B mEl11.5, cE5-cE6 Early expression Also expressed in oligodendrocyte precursors
and mature motor neurons

FABP7/BLBP mE8-mE9, cE2 Early expression Also expressed during neurogenic stages
in radial glia

FGFR3 mE9.5, cE3 Early expression Also expressed during neurogenic stages in
radial glia and oligodendrocyte precursors

Sox9 mE9.5-E10, cE3—cE4  Early expression As above

Reelin/slit cE4 Early expression; subtype specificity Also expressed by neurons; uncharacterized
outside spinal cord

AldhlL1 mE9.5 Early expression that persists in mature Incompletely characterized; expressed early in

radial glia, (unclear whether these are fated to
become astrocytes only)
Also expressed in some

Marqueurs cytoplasmiques

Marqueurs nucléaires

oligodendrocyte precursors

Aldolase C mEL5 Antibody detects fibrous and protoplasmic  Also expressed in pial and purkinje cells
el:«itrucytcs

GFAP mEL7.5-mE18.5 Robust, well-characterized marker of Poorly labels protoplasmic astrocytes; turned
mature fibrous astrocytes and on relatively late in development
reactive astrocytes

S1008 mE15.5-mE16.5 Robust, good antibodies available Also labels oligodendrocytes; turned on late

Aquaporin-4 mEIS8 Subtype specific? (preferentially labels

endfeet near blood vessels and pia)

Also in ependymal cells; white matter-restricted

CD44 E18.5-P0, cE10 Cell surface marker potentially Incompletely characterized
useful for flow cytometry
Glutamine Embryonic to Expressed in fibrous and Incompletely characterized
synthetase early postnatal protoplasmic subtypes

(légende sur la page suivante)
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Figure 4. Les marqueurs d'astrocytes.

(a) Marqueurs d'astrocytes et de leurs progéniteurs chez la souris et le poulet. Le début de
I'expression de chaque marqueur varie suivant les régions du systéme nerveux central, généralement
plus précoce dans la moelle épiniere que dans le cerveau antérieur. (mE) mouse embryonic day ; (cE)
chick embryonic day ; (P) postnatal day; (NFIA) Nuclear factor 1 A-type protein; (FABP7) Fatty acid
binding protein 7; (BLBP) Brain Lipid Binding Protein; (Id3) ID helix-loop-helix protein 3; (GFAP) Glial
Fibrillary Acidic Protein; (S1008) S100 calcium-binding protein B; (FGFR3) Fibroblast growth factor
receptor 3. (d’aprés Molofsky et al., 2012). (b) Immunomarquages GFAP, S1003, Aldh1L1, Sox9 et
Olig2 dans le cortex cérébral murin.

GFAP, S100B, Aldh1L1 et Olig2 : Images personnelles ; Sox9: (Sun et al. 2017). Barres d’échelle: 100
um.

Buylla, 2008). Malheureusement il marque aussi certains oligodendrocytes (Hachem
et al., 2005). L’Aldolase C est quant a elle robustement exprimée dans les astrocytes
protoplasmiques de la substance grise (Bachoo et al., 2004; Tien et al., 2012). On
peut également citer FGFR3 (Pringle et al., 2003), FABP7 (ou BLBP) (Feng et al.,
1994; Owada et al., 1996; Hartfuss et al., 2001; Anthony et al., 2004; Owada, 2008),
Aquaporin-4 (uniqguement dans la substance blanche (Wolburg et al., 2009) et Sox9
(Sun et al., 2017) (Figure 4a-b). Cependant nombre de ces marqueurs sont également
exprimés dans la glie radiaire pendant la phase neurogénique (FABP7, FGFR3, Sox9
(Stolt, 2003)), par des précurseurs d’oligodendrocytes (FGFR3, Sox9) voire par des
cellules épendymaires (Aquaporin-4, Sox9 (Scott et al.,, 2010)) ou les neurones
(Aldolase C).

Le nouveau marqueur ALDH1L1

Avec l'arrivée des nouvelles techniques d’analyse transcriptomique (Cahoy et
al., 2008; Doyle et al., 2008; Fu et al., 2009), le séquencage des ARN isolés a partir
de populations d’astrocytes purifiés a permis la découverte de nouveaux marqueurs
astrocytaires, a I'image de 'ALDH1L1 (Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member
L1) (Anthony and Heintz, 2007; Cahoy et al., 2008; Molofsky et al., 2013). A priori
exprimée des E9,5, cette enzyme présente I'avantage d’étre présente a la fois dans
les astrocytes fibreux et protoplasmiques (Figure 4a-b). Cependant, elle semble étre
exprimeée aussi par les cellules de la glie radiaire et les cellules souches neurales
adultes (Foo and Dougherty, 2013).
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Le cas Olig2

Un autre marqueur est encore aujourd’hui débattu : le facteur de transcription
a motifs hélice-boucle-hélice (bHLH) Olig2 (Zhou et al., 2000). Il est exprimé dans les
zones ventriculaires et sous ventriculaires des éminences ganglionnaires latérale et
médiane de E10,5 a E14,5 puis dans la substance grise aprés E15,5 (Figure 4b). Il
joue un rble essentiel dans la différenciation des motoneurones et des
oligodendrocytes dans la moelle épiniere embryonnaire (Takebayashi et al., 2002) et
est avant tout un marqueur des oligodendrocytes et de leurs précurseurs. Cependant
Olig2 serait également important pour la formation des astrocytes de la substance
blanche, sans I'étre pour celle des astrocytes de la substance grise corticale (Cai et
al., 2007). Les auteurs de cette étude en déduisent que ces deux sous-populations,
morphologiquement et spatialement distinctes, ont des sources développementales
différentes. Olig2 serait spécifiguement exprimé dans les progéniteurs gliaux de la
zone sous-épendymaire postnatale et empécherait méme la différenciation neuronale
(Marshall et al., 2005). Les cellules Olig2+ verraient leur potentialités varier au cours
du développement et présenteraient une hétérogénéité régionale concernant le
devenir de leur descendance, non nécessairement Olig2+ (Ono et al., 2008). Des
travaux trés récents suggérent qu’il existe une sous-population d’astrocytes issue
d’'un lignage Olig2+ dans le cerveau adulte, différente des astrocytes exprimant la
GFAP de par son profil d’expression. Cette sous-population pourrait également étre
distincte fonctionnellement des autres astrocytes, avec une implication dans la
transmission neuronale inhibitrice (Tatsumi et al., 2018). Olig2 est par ailleurs
impliqué dans la prolifération des astrocytes réactifs et joue un role critique dans la
gliogenése post-lésion (Buffo et al., 2005; Cassiani-Ingoni et al., 2006; Magnus et al.,
2007; Chen et al., 2008). Chen et ses collegues suggerent que les astrocytes réactifs
reviennent a une forme immature de précurseur apres une lésion corticale et que
I'expression d'Olig2 leur permet de ré-entrer dans le cycle cellulaire et de proliférer,
ce qui appuierait I'idée qu’Olig2 est un marqueur d’astrocytes immatures. Au regard
de ces différentes études, la question d’0Olig2 comme marqueur de sous-populations
astrocytaires reste en suspens, en particulier dans la substance grise et méme plus
spécifiquement dans le cortex cérébral (la plupart des études publiées jusqu’a
présent ayant été conduites dans la substance blanche, ou encore dans la moelle
épiniére), et sera abordée aux cours de ces travaux de these.
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[l faut signaler qu’aucun des marqueurs cytoplasmiques présentés ci-dessus
ne permet dobserver la morphologie compléete des astrocytes, les fins
prolongements n’étant pas marqués, rendant difficiles les interprétations de données
basées sur la morphologie et les comparaisons entre régions du cerveau, voire entre
especes. L'utilisation de lignées de souris transgéniques ou la Green Fluorescent
Protein (GFP) est exprimée sous le contrble de promoteurs spécifiques tels que
GFAP-GFP (Zhuo et al., 1997; Nolte et al., 2001), Aldh1l1-GFP (Cahoy et al., 2008;
Tsai et al., 2012; Chai et al., 2017) ou encore S1003-GFP (Zuo et al., 2004) offre la
possibilité de s’affranchir de cet inconvénient, en marquant de maniére efficace a la
fois le corps cellulaire et l'arborisation des astrocytes. De plus ces lignées ne
semblent pas restreintes a certains sous-types astrocytaires, contrairement aux
immunomarqueurs abordés précédemment (Emsley and Macklis, 2006). Les lignées
transgéniques utilisant ces mémes promoteurs pour déclencher un marquage grace
aux systemes de recombinaison Cre/Lox, ou CreER/Lox pour une recombinaison
inductible, peuvent s’avérer précieuses pour étudier le développement des astrocytes
et/ou effectuer des expériences gain ou perte de fonction. Ces fonctions sont trés

diverses chez les astrocytes et nombre d’entre elles ont déja été décrites.

2.3. Hétérogénéité fonctionnelle

Si aucun marqueur spécifique des différents stades de développement des
astrocytes n’est aujourd’hui disponible, ces derniers peuvent toutefois étre classés
selon trois grandes catégories : les progéniteurs de la glie radiaire, les astrocytes
immatures et les astrocytes adultes (Molofsky et al., 2012).

Les cellules de la glie radiaire

Les cellules de la glie radiaire sont les cellules souches neurales du cerveau
embryonnaire et néonatal, elles générent d’abord les neurones lors d’'une phase
neurogénique et leur servent de support le long duquel ils migrent radialement
(Rakic, 1971, 1972, 2007; Rowitch and Kriegstein, 2010). Elles s’engagent ensuite
dans une phase gliogénique avec la production d’astrocytes et d’oligodendrocytes.
Ces différents aspects seront discutés plus longuement dans le paragraphe
concernant le développement du cortex cérébral. Les cellules de la glie radiaire sont
par ailleurs a l'origine des astrocytes de la zone sous ventriculaire postnatale
générant des progéniteurs postnataux qui migrent le long du Rostral Migratory
Stream (RMS) vers le bulbe olfactif ou ils assurent le renouvellement des cellules
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granulaires et des interneurones périglomérulaires. Les cellules issues des cellules
de glie radiaire continuent également de générer des précurseurs d’interneurones
chez I'adulte (Ventura and Goldman, 2007). Les cellules souches neurales adultes,
situées notamment dans la zone sous ventriculaire, présentent des caractéristiques
morphologiques et moléculaires des astrocytes matures : des faisceaux de filaments
intermédiaires, des corps denses dans le cytoplasme, les jonctions gap et de
multiples terminaisons (Peters et al., 1991). Considérées comme une sous-
population d’astrocytes matures, elles générent chez I'adulte les neurones du bulbe
olfactif (Doetsch et al., 1999; |Ihrie and Alvarez-Buylla, 2008).

Les astrocytes immatures

A cause des difficultés d’identification des astrocytes immatures dues au
manque de marqueurs moléculaires précoces, leur fonction n’a été étudiée que
récemment. lls contrdlent la formation, la fonction et I'élimination des synapses
(Chung et al., 2015) pendant les phases critiques du développement du systeme
nerveux reposant sur I'équilibre entre la stabilisation et I'’élimination synaptique
(Pfrieger, 2009). En effet, des études menées sur des neurones en culture avec ou
sans astrocytes montrent que ces derniers régulent non seulement le nombre de
synapses et participent activement a leur plasticité (Ullian et al., 2001) mais sont
aussi indispensables a leur maturation fonctionnelle, méme en I'absence de contact
direct (Pfrieger and Barres, 1997). Cette régulation serait véhiculée par des
molécules sécrétées du cb6té présynaptique : les thrombospondines. Ces
glycoprotéines favorisent la synaptogenése in vivo et in vitro et sont exprimées par
les astrocytes immatures pendant une fenétre développementale réduite proche de
P5 qui coincide avec l'initiation des contacts synaptiques entre dendrites et axones
(Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009). Les thrombospondines sont aussi
responsables de la croissance des neurites dans certains cadres développementaux
et du bourgeonnement des axones aprés lésion (Arber and Caroni, 1995; Liauw et
al., 2008). D’autres protéines sécrétées par les astrocytes, telles que hevin et
SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine, des protéines de
détachement de la matrice extracellulaire) voient leur expression atteindre un pic
pendant la seconde et la troisieme semaine de développement chez la souris
(Kucukdereli et al., 2011), une période pendant laquelle I'activité synaptique
dépendante de I'expérience contréle la maturation de certaines synapses et conduit
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a I'élimination des synapses les plus faibles (Luo and O’Leary, 2005). La régulation
de la synaptogenése et de la plasticité synaptique par les astrocytes pourrait
également étre liée aux intégrines, au cholestérol et aux éphrines du cété
présynaptique (Pfrieger, 2009), et aux glypicans 4 et 6 via la sous-unité GluA1 du
récepteur au glutamate AMPAR du c6té postsynaptique (Allen et al., 2012). D’autres
fonctions possibles des astrocytes immatures incluent le guidage de la migration
neuronale a la fin de I'embryogenése via la sécrétion de protéines de la matrice
extracellulaire ou de molécules de signalisation, et la régulation de la croissance
axonale et dendritique (Molofsky et al.,, 2012). Certaines études ont par ailleurs
montré que des modifications de l'arborisation dendritique des neurones sont
observées dans un modéle de co-culture avec des astrocytes présentant des défauts
génétiques liés aux syndromes de Rett et de [I'X fragile (troubles
neurodéveloppementaux avec déficiences mentale et comportementale) (Ballas et
al., 2009; Jacobs and Doering, 2010).

Les astrocytes matures

Les fonctions des astrocytes adultes sont aujourd’hui les mieux connues. En
contact a la fois avec les neurones et les vaisseaux sanguins, ils fournissent aux
neurones support structurel et nutriments. lls jouent un réle dans de nombreux
aspects du contréle la transmission et de la plasticité synaptiques en maintenant leur
homéostasie extracellulaire (Haydon and Parpura, 2009; Molofsky et al., 2012). La
morphologie extrémement ramifiée des astrocytes leur donne un acces privilégié aux
synapses ou ils sont activement impliqués dans la transmission du signal (réponses
et instructions) dans le systeme nerveux (Cornell-Bell et al.,, 1990; Halassa and
Haydon, 2010). En modulant I'excitation et l'inhibition neurales, notamment en
recyclant et libérant le glutamate, la D-sérine et 'ATP, ainsi que la transmission
synaptique, les astrocytes ont une influence sur le traitement de l'information, le
sommeil, 'apprentissage et la mémoire (Araque et al., 1999; Volterra and Meldolesi,
2005; Araque et al., 2014) : les astrocytes répondent a I'activité neuronale avec une
élévation de la concentration intracellulaire en ions calciques (Ca?*), déclenchant la
libération de gliotransmetteurs, qui eux-mémes entrainent une régulation de I'activité
synaptique et neuronale (Di Castro et al., 2011; Panatier et al., 2011; Tasker et al.,
2012). Ces découvertes doivent étre prises avec prudence cependant, les libérations
du glutamate et de gliotransmetteurs par les astrocytes étant encore aujourd’hui
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controversées (Barres, 2008; Agulhon et al., 2010; Hamilton and Attwell, 2010). Ainsi
selon le concept de la synapse tripartite qui a émergé en 1999, les neurones ne sont
pas les seuls impliqués dans la transmission synaptique et les astrocytes et les
cellules de Schwann périsynaptiques (assurant la myélinisation des axones dans le
systeme nerveux périphérique) viennent également s’ajouter aux éléments pré- et
post-synaptiques neuronaux (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009).

Les astrocytes, avec les péricytes et les cellules endothéliales sont aussi des
composants cruciaux de la barriere hémato-encéphalique, régulant le passage de
molécules, ions et cellules du systeme sanguin vers le parenchyme. lls sont
notamment importants pour le contr6le du débit sanguin et de la perméabilité de la
barriere hémato-encéphalique (Takano et al., 2006; Attwell et al., 2010). lls ont
également des fonctions importantes dans le bon fonctionnement du systeme
immunitaire cérébral. lls répondent aux Iésions et pathologies par un procédé appelé
astrogliose réactive (Sofroniew and Vinters, 2010) lors de laquelle ils s’hypertrophient
(Wilhelmsson et al., 2006), surexpriment la GFAP (Eng and Ghirnikar, 1994) ou ré-
expriment des marqueurs précoces tels que la vimentine et la nestine (Sofroniew,
2005), et proliferent afin de réparer un tissu blessé, limiter I'inflammation et la mort
des neurones en formant une cicatrice gliale (Sofroniew, 2005; Okada et al., 2006;
Buffo et al., 2008; Anderson et al., 2014). Les astrocytes favorisent par ailleurs la
survie neuronale dans des contextes neuroinflammatoires et hypoxiques (Saijo et al.,
2009; Vangeison and Rempe, 2009; Allaman et al., 2011). Comme c’est le cas en
contexte physiologique, les astrocytes réactifs présentent une certaine hétérogénéité
a plusieurs niveaux : fonctionnel moléculaire, morphologique, topographique et
suivant les régions du cerveau (Anderson et al., 2014).

Certains sous-types morphologiques d’astrocytes ont des fonctions distinctes,
comme les astrocytes de la surface piale qui font partie de la glia limitans, une
couche protectrice au contact des méninges, formée par les prolongements
astrocytaires et isolant le systéme nerveux central en séparant le fluide cérébrospinal
(ou céphalorachidien) de I'espace extravasculaire (Wolburg et al., 2009). Les glies de
Bergmann et de Muller trouvées dans le cervelet et la rétine respectivement, auraient
également des fonctions spécifiques de ces régions notamment dans le guidage de
la migration cellulaire durant le développement (Reichenbach et al., 2010; Farmer

and Murai, 2017). Les fonctions d’autres sous-types sont encore mal connues,
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notamment celles des astrocytes de type fibreux. On sait toutefois que ces cellules
sont apposées aux vaisseaux sanguins via leurs ramifications de la méme maniere
que les astrocytes protoplasmiques (Marin-padilla, 1995). Certaines études in vitro
suggerent que les astrocytes pourraient avoir un réle dans la myélinisation, et
notamment lors de son initiation, en favorisant I'adhésion des prolongements
oligodendrocytaires aux axones (Meyer-Franke et al., 1999). lls augmentent aussi le
taux d’enveloppement de myéline dans des co-cultures de neurones et
d’oligodendrocytes (Watkins et al., 2008). Cette implication dans la myélinisation
donne peut-étre des pistes sur les rbles des astrocytes fibreux de la substance

blanche ou, par définition, la densité d’axones et d’oligodendrocytes est grande.

Ainsi les astrocytes ont des fonctions trés variées dans le systeme
immunitaire, les connexions et la survie des neurones, la neurogenése adulte,
I'établissement et le maintien de la barriere hématoencéphalique ainsi que dans le
contréle du débit sanguin. lls expriment de nombreux marqueurs moléculaires
différents et présentent des morphologies diverses qui peuvent dépendre de leur
état, développemental ou réactif, mais aussi de leur localisation dans le cerveau.

Cette variabilité se retrouve également a I'échelle des espéces.

2.4. Hétérogénéité inter-especes

Le domaine des cellules gliales manque cruellement d’études évolutives
comparées. Cependant, il a été établi que chez la Drosophile, ou a la fois les
neurones et la glie dérivent des neuroblastes, la production de cellules gliales et
I'inhibition du lignage neuronal sont contrélées par le facteur de transcription gcm
(glial cells missing) dans les systémes nerveux central et périphérique (Hosoya et al.,
1995; Jones et al., 1995; Chaboub and Deneen, 2012). Si des homologues de gcm
chez ’'Homme ont été identifies (Kammerer et al., 1999; Kanemura et al., 1999; Nait—
Oumesmar et al., 2000), I'expression de gcm dans le tissu nerveux des vertébrés
n’est pas conservée, contrairement a de celle de nombreux génes de différenciation
exprimés dans les neurones incluant canaux ioniques, protéines de vésicules
synaptiques, molécules d’adhésion et enzymes synthétisant des neurotransmetteurs
(Kim et al., 1998; Chaboub and Deneen, 2012). La manipulation des homologues de
gcm chez la souris n’affecte pas la génération d’astrocytes ou d’oligodendrocytes.

Par ailleurs, contrairement a 'Homme (Eng et al., 1971; Dahl and Bignami, 1973), au
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poisson zebre (Cuoghi and Mola, 2009) et au poulet (Roeling and Feirabend, 1988)
la GFAP n’a pas d’homologue chez la Drosophile.

Au sein méme du taxon des mammiféres une grande variabilité en termes de
taille, structure, complexité et diversité des astrocytes est observée (Nedergaard et
al., 2003; Oberheim et al., 2006, 2009, 2012). La complexité de leurs ramifications va
croissante de la souris a 'Homme en passant par le chimpanzé et le macaque
rhésus avec une augmentation des terminaisons GFAP+ (Oberheim et al., 2009),
bien que la densité synaptique reste stable (DeFelipe et al., 2003). Ainsi des
marquages GFAP ou Dil montrent que les astrocytes corticaux humains sont
organisés en domaines comme ceux des rongeurs, mais qu’ils ont en revanche un
diametre 2.6 fois plus grand (Figure 5a). Cette évolution morphologique chez les
vertébrés était déja observée par Ramoén y Cajal qui compara la morphologie des
astrocytes humains et d’autres mammiféres (Ramoén y Cajal, 1909). Chez 'Homme,
des sous-classes morphologiques d’astrocytes corticaux, non représentées chez les
rongeurs, apparaissent (Figure 5b) : les astrocytes interlaminaires de la couche |,
GFAP+/CD44+ (une protéine de la membrane plasmique et récepteur de la matrice
extracellulaire) (Colombo and Reisin, 2004), déja décrits par Andriezen et Retzius
(Andriezen, 1893; Retzius, 1894), les astrocytes protoplasmiques des couches Il/Il,
GFAP-; les astrocytes des couches V et VI projetant des varicosités ; et les
astrocytes fibreux de la substance blanche, GFAP+/CD44+ (Oberheim et al., 2009;
Sosunov et al., 2014). Les astrocytes humains propagent par ailleurs les ondes Ca?*
quatre fois plus vite que ceux des rongeurs (Oberheim et al., 2009), et, lorsque des
cellules progénitrices gliales humaines sont greffées a la naissance chez la souris,
ces cellules leur accordent un avantage compétitif par rapport aux cellules hotes
(Windrem et al., 2014). Les astrocytes générés par les cellules gliales humaines, qui
présentent une taille et une complexité supérieures a celles des astrocytes murins,
forment des jonctions communicantes avec les astrocytes hétes et remplacent
progressivement ces derniers. Ces greffes améliorent méme la plasticité synaptique
et I'apprentissage (Han et al., 2013). Ces différents résultats fonctionnels font des
astrocytes humains une catégorie unique différant de ceux des rongeurs a la fois
morphologiquement et fonctionnellement. A ces hétérogénéités morphologique,
moléculaire et inter-espéces s’ajoutent des particularités liées a la localisation des
astrocytes dans le cerveau.
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a Souris Macaque rhésus

Astrocyte a variscosités

Astrocytes fibreux
de la substance blanche

Figure 5. Caractéristiques spécifiques des astrocytes humains.

(a) Les astrocytes humains sont plus grands et plus complexes que ceux des rongeurs et des autres
primates. Les astrocytes murins, du macaque rhésus et humains sont comparés par immunomarquage
GFAP. (b) Sous-classes morphologiques d’astrocytes corticaux humains : astrocytes interlaminaires
de la couche |, astrocytes a variscosités et astrocytes fibreux de la substance blanche.

Barres d’échelles : a : 20 um ; b : 5 um. (d’aprés Oberheim et al., 2012 et Oberheim et al., 2009)
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2.5. Hétérogénéité inter-régionale

Les souris transgéniques GFAP-GFP permettent d’observer la diversité
morphologique et régionale déja mise en évidence par Cajal et Retzius (Retzius,
1894; Ramén y Cajal, 1909) mais révelent aussi d’autres sous-types gliaux régionaux
(Figure 6) (Emsley and Macklis, 2006) différents des astrocytes protoplasmiques,
fibreux, et des glies de Bergmann et Muller : les tanycytes, les cellules “radiales”
ainsi que les glies de type “velate”, marginale, périvasculaire et épdendymaire. Les
tanycytes sont spécifiques des zones périventriculaires, les astrocytes “velate” sont
présents dans le cervelet et les bulbes olfactifs ou ils enveloppent les neurones
granulaires et les épendymocytes sont situés le long des ventricules.

Certaines régions définies par des types neuronaux particuliers sont
également caractérisées par la présence d’'un ou plusieurs sous-types d’astrocytes
ayant une densité particuliere en fonction des zones (Emsley and Macklis, 2006)
(Figure 7). La morphologie des astrocytes peut donc étre déterminée par la
cytoarchitecture d’'une région cérébrale donnée (Matyash and Kettenmann, 2010) :
les cellules de la glie de Bergmann ont leur soma dans la couche des cellules de
Purkinje et envoient de nombreux prolongements vers la couche moléculaire du
cervelet pour finir au niveau de la surface piale. La glie de Miiller, également
polarisée radialement, est rattachée a la surface interne de la rétine, formant un
réseau de cellules paralléles couvrant toutes les couches rétiniennes (Derouiche et
al., 2012). Les ramifications des astrocytes de la substance blanche sont quant a
elles orientées le long des fibres nerveuses (Farmer and Murai, 2017) tandis que
dans la couche moléculaire du gyrus denté de I'hippocampe, la distribution des
astrocytes protoplasmiques, dont la morphologie est par ailleurs polarisée dans cette
région, est liée a la limite séparant les afférences commissurales et perforantes
(Bushong et al., 2003). Ces zones cérébrales pourraient de fait étre définies par la
morphologie des astrocytes qui les occupent, mais également leur densité (pouvant
varier d’'un marqueur a l'autre et d’'un facteur 100 selon les régions, de tres basse
dans le noyau accumbens a tres haute dans la zone sous-épendymaire,) et le taux
de prolifération des astrocytes, redéfinissant de maniére indépendante la

cytoarchitecture du systéme nerveux central adulte basée jusqu’ici essentiellement
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Figure 6. Diversité des morphologies astrocytaires au sein du systéme nerveux central.

(A-X) Images représentatives d’astrocytes observés dans des régions sélectionnées du systéme
nerveux central d’'une souris adulte hGFAP-GFP (axe antéropostérieur). Projections maximales
d’'images confocales. (d’aprés Emsley et Macklis, 2006)
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Figure 7. Densité astrocytaire obtenue avec trois méthodes de marquage.

Atlas schématique de la densité astrocytaire sur I'axe antéropostérieur dans les différentes régions
cérébrales. La densité astrocytaire est extrémement variable selon les régions, mais également selon
le marqueur utilisé (cellules GFP+ dans la souris transgéniqgue hGFAP-GFP, immunomarquage
GFAP ou S100B). (d’aprés Emsley and Macklis, 2006)
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sur les neurones et permettant de mieux appréhender les interactions neurones-glie
(Emsley and Macklis, 2006).

A la diversité essentiellement morphologique viennent s’ajouter des
différences fonctionnelles entre astrocytes de régions cérébrales diverses qui
viennent s’adapter aux réseaux neuronaux environnants (Farmer and Murai, 2017).
La glie de Miller a des fonctions adaptées a celles de la rétine comme le transport
fluidique et la protection contre le stress oxydatif pendant la photoréception
(Reichenbach and Bringmann, 2013) mais agit également comme des fibres optiques
(Franze et al., 2007). La glie de Bergmann exprime des hauts niveaux de protéines
adaptées a linnervation glutamatergique intense de la couche moléculaire du
cervelet, tels que des transporteurs et des récepteurs du glutamate (Saab et al.,
2012). Les astrocytes du tronc cérébral ventral, impliqué dans la respiration, sont
sensibles aux changements de pH sanguin et répondent a des taux élevés de CO,
en libérant de I'ATP (Gourine et al.,, 2010). Les astrocytes du noyau arqué
hypothalamique, impliqué dans la régulation de la faim et de la soif, répondent a de
nombreuses hormones pour moduler l'activité neuronale, réguler I'absorption de
glucose et la consommation de nourriture (Kim et al., 2014; Fuente-Martin et al.,
2016; Garcia-Caceres et al., 2016). Les astrocytes du noyau suprachiasmatique
dorsal, régulateur principal du rythme circadien, jouent un réle dans la régulation de
la durée du cycle circadien (Brancaccio et al., 2017; Ruben and Hogenesch, 2017).
Ainsi les fonctions astrocytaires sont intimement liées a celles des régions qu’ils

occupent et des neurones qui les entourent.

2.6. Hétérogénéité intra-régionale

Dans la moelle épiniére, les astrocytes situés dans des domaines régionaux
particuliers acquiérent des caractéristiques distinctes, se spécialisent pour interagir
avec les neurones environnants (Hochstim et al., 2008; Tsai et al., 2012) et
expriment des signaux spécifiques indispensables a la formation des circuits neuraux
(Molofsky et al., 2014). Ces sous-types d’astrocytes fibreux peuvent étre distingués
d’aprés leur expression combinée des protéines reeline et slit1 (impliquées dans le
guidage axonal) et leurs identités locales peuvent étre définies par I'expression des
facteurs de transcription a homéodomaines Pax6 et Nkx6.1 (Hochstim et al., 2008).
La spécialisation intra-régionale des astrocytes semble étre généralisée au systéme
nerveux central et est source de limitations dans la réponse des astrocytes aux
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Iésions qui surviennent dans des régions voisines (Tsai et al., 2012). Les astrocytes
pourraient étre considérés comme des référentiels stables de [linformation,

nécessaires au bon fonctionnement de régulations locales des fonctions cérébrales.

La diversité fonctionnelle et moléculaire des astrocytes corticaux a été
largement moins étudiée que celle des astrocytes de la moelle épiniere. Si les
astrocytes fibreux et protoplasmiques ont souvent été comparés (Miller and Raff,
1984; Tabata, 2015), les études caractérisant les propriétés spécifiques des sous-
types astrocytaires dans les différentes couches corticales manquent. On peut tout
de méme noter les morphologies variées retrouvées dans le cortex cérébral (Figure 8),
allant des astrocytes de la surface piale, d’apparence fibreuse, aux astrocytes
protoplasmiques périvasculaires entourant les vaisseaux sanguins, en passant par
les astrocytes protoplasmiques et les astrocytes de morphologies intermédiaires. Si
fonctionnellement, les astrocytes de la couche | présentent une activité calcique
différente de celle des astrocytes des couches Il/lll (Takata and Hirase, 2008), la
question de I'hétérogénéité des astrocytes corticaux et son lien avec les spécificités

des couches neuronales mérite d’étre approfondie.

L’inventaire des nombreuses fonctions des astrocytes, au cours du
développement ou aprés leur maturation semble montrer qu’elles sont intimement
lies a celles des neurones. A cette hétérogénéité fonctionnelle s’ajoute une
hétérogenéité morphologique, inter- et intra-régionale. La question de I'origine de ces
hétérogeénéités et de leur contribution au fonctionnement du systéme nerveux central
en fonction des régions cérébrales se pose. Pour approfondir ce point, il faut revenir
sur le développement du systeme nerveux central et en particulier du cortex cérébral,

structure d’intérét de ces travaux.

3. Le développement du cortex cérébral murin

Aprés la fécondation, le zygote effectue une série de divisions cellulaires
rapides constituant la phase de segmentation, avant de subir des réorganisations
cellulaires importantes (Figure 9a). Le blastoccele ainsi formé va s’invaginer durant la
gastrulation pour former les trois feuillets embryonnaires : 'endoderme, I'ectoderme
et le mésoderme (Figure 9b). Un plan de symétrie est défini. Caractéristique des
bilatériens, 'embryon va se développer selon cet axe. Le foie, les poumons et les
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Astrocytes Astrocytes
de la surface piale protoplasmiques Oligodendrocytes

Astrocytes protoplasmiques
périvasculaires

Figure 8. Morphologies gliales dans le cortex cérébral murin.

Morphologies gliales variées retrouvées dans le cortex cérébral murin a P21: astrocytes de la surface
piale, d’apparence fibreuse, astrocytes protoplasmiques, astrocytes protoplasmiques périvasculaires,
entourant les vaisseaux sanguins (VS), et oligodendrocytes (fluorescence endogene obtenue par
électroporation in utero de plasmides codant des protéines fluorescentes).

Image personnelle. Projection maximale d’une coupe sagittale de 80 um. Barre d’échelle : 100 pm.
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intestins seront formés a partir de I'endoderme, les reins, les os, les muscles, les
organes reproducteurs et le systéme vasculaire a partir du mésoderme. L’ectoderme
sera quant a lui a l'origine de I'épiderme et des systéemes nerveux central et
périphérique.

3.1. Le développement du systéme nerveux

Durant la neurulation, la plaque neurale, constituée d’'une couche de cellules
de I'ectoderme va se refermer en gouttieére pour former le tube neural, a I'origine de
I'encéphale et de la moelle épiniére. Les cellules dorsales délaminent du tube neural
et forment la créte neurale via une transition épithélio-mésenchymateuse, a I'origine
du systeme nerveux périphérique (Figure 9c). Le tube neural se divise ensuite en trois
puis cinq vésicules : le prosencéphale, donnant le télencéphale et le diencéphale
(rétine, thalamus, épithalamus, hypothalamus), le mésencéphale, et |le
rhombocéphale, donnant le métencéphale (cervelet, pont) et le myélencéphale (Figure
od). Du c6té rostral, le télencéphale bourgeonne une premiére fois pour former les
deux vésicules télencéphaliques d’ou seront issus les deux hémisphéres cérébraux,
et donc le cortex cérébral, puis une seconde fois pour donner naissance aux
structures olfactives. Des cavités sont formées a l'intérieur du télencéphale et du
diencéphale : les ventricules cérébraux, a l'intérieur desquels les plexus choroides
sécretent le liquide céphalo-rachidien (Figure 9e). Au sein des vésicules
télencéphaliques, les parois dorsales des ventricules latéraux abritent les cellules
progénitrices du futur cortex cérébral.

3.2. Les premieres étapes du développement cortical

Le développement du cortex cérébral debute vers E9-E10 chez la souris et
s’articule en différentes étapes cruciales : la prolifération des cellules progénitrices, la
différenciation et la migration de leurs cellules filles. Au cours du développement
embryonnaire, les cellules neuroépithéliales constituant un neuroépithélium pseudo-
stratifié d’origine ectodermique et bordant les ventricules cérébraux se divisent
symétriquement pour accroitre leur population (Laguesse et al., 2015) (Figure 10a) et
acquiérent progressivement des caractéristiques gliales de maniére hétérogene
(microtubules, protéines de filaments intermédiaires, granules de stockage de
glycogene, transporteurs au glutamate GLAST et BLBP (Dahl and Bignami, 1973;
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Figure 9. Développement du systéme nerveux ce.nt.ral.

(a) Pendant la segmentation, le zygote se divise rapidement en de multiples cellules sans
augmentation de taille. Un réarrangement cellulaire permet la formation d’'une cavité : le blastoccele.
(b) Durant la gastrulation, les cellules du blastocyste se réarrangent pour former trois feuillets :
I'ectoderme, I'endoderme et le mésoderme. (c) La région centrale de I'ectoderme forme le tube neural
donnant naissance au cerveau et a la moelle épiniére pendant la neurulation: les tissus
neuroectodermiques se différencient a partir de I'ectoderme et s’épaississent pour former la plaque
neurale puis celle-ci se replie dorsalement pour se refermer et former le tube neural. (d) Formation des
cing vésicules céphaliques a partir des trois vésicules primaires. (e) Développement embryonnaire du
cerveau et du systéme ventriculaire en vues dorsale et latérale. Images OpenStax
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Levitt and Rakic, 1980; Briickner and Biesold, 1981; Choi, 1981; Onteniente et al.,
1983; Pixley and de Vellis, 1984; Feng et al., 1994; Shibata et al., 1997; Hartfuss et
al., 2001; Campbell and Goétz, 2002) : pour devenir des cellules de la glie radiaire
(Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009) (Figure 10b). Bipolaires, ces cellules restent en
contact a la fois avec la paroi ventriculaire par leur prolongement apical et avec la
surface piale par leur prolongement basal, mais conservent leur corps cellulaire dans
la zone ventriculaire, a proximité des ventricules (Angevine et al., 1970). Les cellules
de la glie radiaire ont un comportement mitotique complexe appelé migration
nucléaire interkinétique. Lors de ce processus, ou l'orientation du fuseau mitotique
est cruciale pour conserver I'ancrage apical des cellules de la glie radiaire (Konno et
al., 2008), le noyau des cellules effectue un mouvement radial de va-et-vient sur
toute I'épaisseur de la zone ventriculaire en harmonie avec les différentes phases du
cycle cellulaire (Sauer, 1935; Miyata, 2007; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009;
Laguesse et al., 2015) (Figure 10c). Ainsi, pendant le cycle cellulaire, les noyaux
oscillent entre la surface du ventricule (ou elles se trouvent en phase M, phase de
division) et la limite basale de la zone ventriculaire située a plusieurs dizaines de
micrometres du ventricule (en phase S, phase de réplication de '’ADN), avec un
positionnement intermédiaire entre les deux (en phases G1 et G2, phases de

croissance).

Au cours de I'épaississement du cortex cérébral pendant la phase de
neurogenese (E11-E16), les prolongements de ces cellules s’allongent et les pieds

apicaux restent ancrés les uns aux autres par des jonctions adhérentes,

Figure 10. Du neuroépithélium aux cellules de la glie radiaire: initiation du développement
cortical.

(a) Les cellules neuroépithéliales (NEs) forment I'épithélium du tube neural (<E11) et se divisent
symétriquement pour s’auto-renouveler et étendre la surface du tube neural. Puis les NEs se
transforment progressivement en progéniteurs apicaux : les cellules de la glie radiaire (RGs) et les
précurseurs neuraux a court prolongements basaux (SNPs). Au début de la neurogenése, la plupart
des RGs se divisent asymétriquement pour produire des RGs et des neurones de maniére directe,
ou via des progéniteurs basaux : les progéniteurs intermédiaires (IPs) et les cellules de la glie
radiaire externe (o0RGs) chez 'Homme. (b) Orientation du fuseau mitotique dans I'acquisition de
l'identité cellulaire. Les divisions planaires et verticales peuvent conduire a des divisions symétriques
prolifératives ou asymétriques neurogéniques. Les divisions planaires donneraient préférentiellement
deux RGs durant les divisions prolifératives et favoriseraient la neurogenése directe pendant la
phase neurogenique. (c) Migration nucléaire interkinétique des cellules de la glie radiaire : Le noyau
se déplace entre les parties basale et apicale de la zone ventriculaire pendant les différentes phases
du cycle cellulaire. (d’aprés Laguesse et al., 2015)
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indispensable au maintien de l'intégrité de la zone ventriculaire. Au sein de cette
derniere, les cellules de la glie radiaire proliféerent d’abord symétriquement pour
générer d’autres cellules progénitrices puis asymétriguement pour donner naissance
a des neuroblastes qui migreront radialement en direction de la surface piale pour
coloniser la plaque corticale et former les 6 couches corticales, avec les neurones
plus jeunes migrant au dela des neurones précédemment générés (Imai et al., 2006;
Kuo et al., 2006; Rasin et al., 2007).

3.3. La phase neurogénique du développement cortical et la
formation des différentes couches corticales

3.3.1. La génération des neurones corticaux

Longtemps considérées comme progéniteurs gliaux seulement, les cellules de
la glie radiaire génerent également les neurones pyramidaux du cortex cérébral.
Pendant la phase neurogénique qui débute au stade E11 chez la souris, les cellules
de la glie radiaire conservent leur polarité apico-basale et vont produire par divisions
asymeétriques une cellule de la glie radiaire, qui assure le renouvellement du pool de
cellules progénitrices, et une autre cellule fille, neurone différencié ou progéniteur
intermédiaire (Haubensak et al., 2004; Tamamaki et al., 2001; Noctor et al., 2001,
2004, 2007; Gotz et al., 2002; Malatesta et al., 2000). Par la suite, les neurones sont
produits principalement par des divisions terminales symétriques a partir de la zone
sous ventriculaire ou ont migré les progéniteurs intermédiaires (Noctor et al., 2004).
Les contacts basaux des cellules de la glie radiaire avec les méninges, générées a
partir ’'E9-10 a partir de la créte neurale diencéphalique (Couly and Le Douarin,
1987) et la signalisation acide rétinoique sont essentiels lors de la transition entre la
prolifération neuroépithéliale symétrique et la prolifération neurogénique asymétrique
(Siegenthaler et al., 2009; Siegenthaler and Pleasure, 2011). Les prolongements
radiaux sont maintenus en place pendant la mitose (Goétz et al., 2002), mais leur
héritage par les progéniteurs ou les neurones est asymétrique (Miyata et al., 2001).
La cellule fille se différenciant en neurone perd son contact avec la surface apicale
puis raccourcit son prolongement radial basal pour se diriger vers la surface piale.
Pendant la migration neuronale, les neurones pyramidaux, apposés aux
prolongements de la glie radiaire se déplacent radialement (Hatten, 1999; Rakic,
1972). Pendant que le groupe de cellules de la glie radiaire mitotiguement inactif

soutient la migration neuronale, le groupe mitotiguement actif augmente le nombre
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de cellules de la glie radiaire nécessaires au guidage d’'un nombre croissant de
neurones nouvellement générés (Gétz et al., 2002). L’ensemble de ces neurones va
progressivement se différencier en neurones pyramidaux et former les différentes

couches du cortex cérébral.

3.3.2. La formation des six couches corticales

Grace aux observations de His notant 'absence de figures mitotiques mais la
présence de cellules bipolaires orientées radialement dans la plaque corticale (His,
1874, 1904), il a été admis trés tét que les neurones générés au niveau de la zone
ventriculaire acquiérent leur position finale aprés un long processus de migration
radiale. Ces hypothéses ont été validées par les travaux de Rakic (Rakic, 1968;
Rakic and Sidman, 1968; Angevine et al., 1970), et complétées avec le modéle
neurogénique “inside out” (de l'intérieur vers I'extérieur) : les neurones générés les
plus tardivement se retrouvent dans les couches supérieures (Angevine and Sidman,
1961; Rakic, 1974; Tan and Shi, 2013) (Figure 11a) et la perturbation de ce schéma
cortical entraine des défauts fonctionnels (Caviness and Rakic, 1978).

Au début de la neurogenése, le néocortex est constitué de deux couches : la
zone ventriculaire, proliférative, et la pré-plaque, en superficie, dérivant de la
premiere vague neuronale (Rickmann and Wolff, 1981). Par la suite, plusieurs
vagues de neurones postmitotiques quittent la zone ventriculaire et migrent
radialement vers la surface piale, séparant la pré-plague en zone marginale au-
dessus et la sous-plaque, au dessous, établissant une nouvelle zone : la plaque
corticale (Figure 11a). De nouvelles vagues de neurones migrent depuis la zone
proliférative vers la plaque corticale entre E14 et E18, le long de la glie radiaire d’'une
part, mais aussi via un processus de “somal translocation” pour les neurones les
plus précoces qui vont s’accrocher a la surface piale et transporter leur soma vers la
surface piale par nucléokinese (Nadarajah and Parnavelas, 2002; Tsai and Gleeson,
2005). A partir d’E12,5, ces neurones pyramidaux excitateurs sont rejoints
progressivement par des neurones inhibiteurs GABAergiques (Figure 11b), qui
effectuent une longue migration tangentielle a partir des zones prolifératives des
éminences ganglionnaires latérales et medianes (LGE et MGE) ou ils sont générés
(Anderson et al., 1997, 2014; Valcanis and Tan, 2003) et terminent leur colonisation
du néocortex par un mouvement radial, pour former avec les neurones pyramidaux

les six couches corticales.
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Figure 11. Formation "inside out” des couches corticales.

(a) La pré-plague est formée par la production de la premiere vague de neurones post-mitotiques qui
migrent de la zone ventriculaire vers la surface piale (en vert). Puis une seconde vague de neurones
nouvellement générés (en bleu) migre a travers la zone sous ventriculaire et sépare la pré-plague en
zone marginale au-dessus et la sous-plaque, au dessous, établissant une nouvelle zone : la plaque
corticale. Les vagues neuronales suivantes (en rouge, violet et jaune dans I'ordre) étendent la plague
corticale de l'intérieur vers I'extérieur. (b) Alors que les neurones excitateurs sont générés dans les
zones prolifératives du télencéphale dorsal et migrent radialement vers la surface piale (fleches
rouges), les interneurones inhibiteurs sont produits dans les zones prolifératives du télencéphale
ventral (éminences ganglionnaires médiane et latérale (MGE et LGE), aires entopédonculaire
antérieure (AEP) et pré-optique (POA)). (d’apres Tan and Shi, 2013)
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Ces six couches horizontales sont histologiquement et fonctionnellement
distinctes (Ramén y Cajal, 1894) (Figure 12a). La couche moléculaire (I) contient
majoritairement les axones et les dendrites des neurones pyramidaux. La couche
granulaire externe (ll) contient les neurones granulaires et recoit les afférences
d’autres aires corticales. La couche pyramidale externe (lll) contient des neurones
pyramidaux et envoie des projections axonales vers d’autres aires corticales. La
couche granulaire interne (IV) contient des neurones étoilés et pyramidaux (classés
ainsi suivant la complexité de leur arborisation dendritique) et recoit des informations
provenant de l'autre hémispheére cérébral et de I'extérieur du cortex cérébral. La
couche pyramidale interne (V) envoie des projections en dehors du cortex cérébral et
la couche polymorphe (VI) envoie des efférences vers le thalamus. Ces six couches
corticales horizontales sont croisées par des colonnes plus discrétes mais déja
mentionnées sur les dessins de Ramén y Cajal et Lorente de N6 au début du XX°
siecle (Ramén y Cajal, 1891; Lorente de N6, 1938; Larriva-Sahd, 2014). Les
colonnes corticales sont composées de modules qui s’étendent perpendiculairement
a la surface piale, de la couche VI a | (surface piale) (Szentagothai, 1978;
Mountcastle, 1997; Goldman-Rakic, 2011) (Figure 12b). A l'intérieur de ces colonnes
s’interconnectent des neurones qui peuvent ainsi former des unités fonctionnelles de
base (Eccles, 1981) sur le plan somatique (Mountcastle et al., 1957), visuel (Hubel
and Wiesel, 1969) ou encore impliqués dans la mémoire de travail (Goldman-Rakic,
1988, 1995).

3.3.3. Les acteurs moléculaires de la migration neuronale

Migration radiale

Comment les neurones atteignent-ils leur position finale au sein d’'une couche
corticale déterminée ? La migration radiale des nouveaux neurones peut étre divisée
en plusieurs étapes : l'initiation du mouvement, I'attachement a la fibre de la glie
radiaire, le déplacement, qui implique une translocation nucléaire et pour finir le
détachement (Marin and Rubenstein, 2003). Le processus de migration neuronale
est controlé par un grand nombre de mécanismes différents. Parmi les nombreux
acteurs et régulateurs moléculaires décrits, figurent des facteurs neurotrophiques
(BDNF, EGF), des neurotransmetteurs (récepteurs au GABA et au glutamate) des
glycoprotéines (astrotactine, intégrines), des genes de régulation du cytosquelette
des microtubules (Lis1, Dcx), et des protéines de liaison a 'actine (FLNA, FILIP) qui
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Figure 12. Les six couches horizontales du cortex cérébral.

(a) Inventaire des six couches horizontales corticales de la surface piale (l) vers les ventricules
latéraux (VI) détaillant leur composition et leurs connexions avec le reste du systéme nerveux central.
(image : EpoMedicine.com) (b) Modéle de migration radiaire chez le primate selon Rakic. Les
cohortes de neurones générées dans la zone ventriculaire traversent les zones intermédiaires et de
la sous-plaque contenant les afférences de diverses sources (CC, TR, MB, MA) et passent au-
dessus des couches neuronales générées précédemment. Les neurones dans la sous-plaque et la
plague corticale conservent l'information de leur précédente position dans la zone ventriculaire
pendant I'expansion corticale grace a un échafaudage radial glial transitoire. (d’apres Rakic, 2007)
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interviennent a différents niveaux de la migration (Marin and Rubenstein, 2003)
(Figure 13a-b).

Des molécules de guidage sont également impliquées. La voie Notch, qui joue
aussi un réle important dans les programmes de différenciation avec le maintien des
progéniteurs a I'état indifférencié (Artavanis-Tsakonas, 1999), est en particulier
impliquée dans le contréle de la migration radiale des neurones corticaux via son
interaction avec la reeline (Hashimoto-Torii et al., 2008). La protéine extracellulaire
reeline, sécrétée par les cellules de Cajal-Retzius, qui sont les premiers neurones
post-mitotiques générés, a été identifiée comme étant impliquée dans différentes
étapes de la migration neuronale (Caviness, 1982; Frotscher, 1998; Lambert de
Rouvroit and Goffinet, 1998; Tissir and Goffinet, 2003) (Figure 13a-b-c). Chez les
mutants murins un défaut d’expression de la reeline donne lieu au phénotype reeler :
aprés une étape de migration initiale normale, les neurones échouent a former des
structures correctes a I'approche de leur destination, entrainant une désorganisation
des couches corticales avec des inversions laminaires. Chez I'Homme, des
mutations du géne Reln entrainent une lissencéphalie (Hong et al., 2000). D’autres
signaux chimiques comme les éphrines et les sémaphorines sont exprimés en
gradients pour attirer ou repousser les cellules en migration (Bagnard et al., 2001;
Zimmer et al., 2008; Huang, 2009; Sentiirk et al., 2011).

Des facteurs de transcription contrlent également l'identité et la position
laminaire des neurones en développement (Kwan et al., 2012; Luhmann et al., 2015).
Par exemple, les genes neurogéniques Ngni et Ngn2 sont requis pour le
développement des couches inférieures, mais pas des couches supérieures
(Schuurmans et al., 2004) et les facteurs de transcription Cux2 et Svet1 sont
impliqués dans la formation des couches supérieures uniquement (Tarabykin et al.,
2001; Zimmer et al., 2004) qui requiert également le récepteur nucléaire orphelin Tix
(Stenman et al., 2003; Wang and Xiong, 2016) et des interactions TIx — Pax6
(Schuurmans et al., 2004). A l'instar du mutant murin Pax6, ou les couches corticales
supérieures sont réduites, des défauts génétiques liés a ces facteurs peuvent
entrainer des malformations du cortex cérébral et des retards mentaux (Davis et al.,
2008).
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Figure 13. Mécanismes régulant la migration radiale dans le cortex cérébral.

(a) Représentation schématique des neurones migrant radialement dans le cortex cérébral. Les
molécules impliquées dans la migration radiale sont indiquées en fonction de leur réle (locomotion ou
adhésion) et de leur localisation cellulaire. (d’apres Marin and Rubenstein, 2003). (b) Facteurs
affectant le développement des cellules de la glie radiaire et par conséquent la migration neuronale
(d’apres Marin et Rubenstein, 2003). (c) Perturbation de I'organisation des couches corticales dans le
mutant reeler: a E13,5, les neurones pionniers migrent et forment un réseau perturbé de cellules
reelin+ (en rose) et reelin- (en rouge). A E14,5 la premiére cohorte de cellules est condensée dans la
plague corticale (en vert). La plaque corticale est composée de cellules orientées obliquement et ne
sépare pas la pré-plague en deux sous-couches. A E15,5 une seconde cohorte s’installe dans le tiers
inférieur de la plaque corticale (en bleu), formant un gradient inversé (« outside-in »). (d’apres Tissir el
Goffinet, 2003)
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Migration tangentielle

Si la migration des neurones pyramidaux est essentiellement radiale et bien
documentée (Bielas et al., 2004; Marin and Rubenstein, 2003; Marin and Tsai,
2010), il est établi depuis récemment qu’elle est également tangentielle (Tan and
Breen, 1993; Tan et al., 1995; Tabata and Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004;
LoTurco and Bai, 2006). Apres leur passage par la zone sous ventriculaire, les
neurones immatures adoptent temporairement une morphologie multipolaire,
caractérisée par une capacité a migrer tangentiellement. Ils reprennent ensuite une
morphologie bipolaire et poursuivent leur migration vers la plaque corticale (Tabata
and Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004). Les mécanismes impliqués dans ces
processus sont encore mal connus mais un acteur moléculaire a déja été identifié :
I'éphrine B1 (Dimidschstein et al., 2013) (Figure 14). Les ligands de type éphrine et
leurs récepteurs Eph sont répartis en 2 grandes catégories (A et B) et présentent une
signalisation bi-directionnelle a la fois via les récepteurs Eph mais aussi via les
éphrines transmembranaires. L’activation de la signalisation Eph/Ephrine se fait
uniquement par interactions cellules-cellules (Himanen and Nikolov, 2003; Himanen
et al., 2007). Les éphrines B sont caractérisées par leur attachement a la membrane
par un domaine transmembranaire unique qui contient un motif de liaison PDZ
(initiales issues des premiéres lettres des trois premieres protéines découvertes
partageant ce domaine : post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large
tumor suppressor (Dlg1), et zonula occludens-1 protein (zo-1) (Kennedy, 1995)). Les
ephrines B constituent par ailleurs des composants essentiels de la voie reeline
(Sentirk et al., 2011). Dimidschstein et ses collégues ont montré que la forme
constitutivement active de I'éphrine B1 entraine la formation anormale de groupes de
neurones chez la souris en restreignant I'extension de leurs neurites et leur migration
tangentielle pendant la phase multipolaire via l'interaction de P-Rex1 GEF (facteur
d’échange de la guanine sur Rac3, une GTPase) avec son domaine PDZ (Figure 14d).
Puisque I'éphrine B1 est impliquée dans I'établissement d’'une cytoarchitecture
neuronale correcte, il est intéressant de déterminer si elle joue également un réle
dans la mise en place du réseau astroglial, directement par I'action de sa voie de
signalisation sur les astrocytes corticaux ou indirectement par son rdéle dans
'organisation spatiale des neurones pyramidaux. Cette question sera abordée en
partie au cours de ces travaux de these.
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Figure 14. L'éphrine B1 controle la distribution colonnaire des neurones pyramidaux par
restriction de leur migration tangentielle.

(a) La surexpression de I'’éphrine B1 induite par électroporation in utero perturbe la distribution latérale
des neurones pyramidaux dans la plaque corticale a 72h et P8 (b), que la perturbation soit sous
contréle du promoteur ubiquitaire CAG (a-b) ou du promoteur spécifique neuronal NeuroD1 (c),
révélant une perturbation des neurones en migration plus que des cellules de la glie radiaire. (d)
Modéle proposé: la signalisation inversée éphrine B1 agit via P-Rex1 GEF pour activer Rac3, module
la morphologie et la migration tangentielle des neurones pyramidaux pendant leur phase multipolaire
et ce mécanisme est requis pour générer des colonnes corticales ayant une dispersion latérale
appropriée. GOF : gain of fonction ; KO : knock-out.

Barres d’échelle : a-c : 25 um, b : 100 um. (d’apres Dimidschstein et al., 2013)
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Ces différents facteurs, ainsi que les facteurs de transcription Emx1 et Emx2
et de nombreux autres jouent un réle important dans I'établissement d’'un réseau
neuronal stéréotypé a la base de zones corticales fonctionnellement distinctes
formant une carte (Bishop et al., 2000, 2002, 2003; Rash and Grove, 2006) et a

I'intérieur desquelles les cellules gliales devront trouver leur place.

3.4. La phase gliogénique

Les deux types neuronaux majeurs du cortex cérébral, les neurones
excitateurs et les interneurones GABAergiques proviennent de progéniteurs
différents de la zone ventriculaire dorsale (pallium) et des éminences ganglionnaires
(subpallium) respectivement. Est-ce également le cas pour les astrocytes ? Les
astrocytes sont issus également de sources variées dont certaines sont encore
aujourd’hui controversées : les cellules de la glie radiaire embryonnaire, les
progéniteurs de la zone sous ventriculaire postnatale (ou zone sous épendymaire) et
enfin les divisions locales dans le parenchyme cortical, témoignant d’'une grande
hétérogénéité développementale (Tabata, 2015).

3.4.1.La production d’astrocytes par les cellules de la glie radiaire

Les cellules de la glie radiaire perdent leur potentiel neurogénique a la fin de
la neurogenése et acquierent progressivement la plupart des caractéristiques des
astrocytes, ce en quoi beaucoup d’entre elles se transformeront (Voigt, 1989; Culican
et al., 1990; Malatesta et al., 2003; Mori et al., 2005). Ce basculement des cellules de
glie radiaire d’'une production exclusivement neuronale vers la production astrocytaire
est appelé “transition gliogénique” et est régulé dans le cortex cérébral par des
facteurs intrinseques et épigénétiques (Guérout et al., 2014). Parmi eux, la voie de
signalisation JAK-STAT est impliquée via I'activation de JAK par des cytokines de la
famille de [linterleukine-6, comme le CNTF (ciliary neurotrophic factor), le LIF
(leukemia inhibitory factor) ou CT-1 (cardiotrophin 1) qui entraine I'activation des
facteurs de transcription STAT (Barnabé-Heider et al., 2005). STAT3 favorise en
particulier la transcription de génes astrocytaires comme GFAP et S1008 et est
indispensable a I'astrogenese (He et al., 2005). La transition gliogénique des cellules
de glie radiaire est régulée par plusieurs mécanismes, dont la compétition des
facteurs de transcription neurogéniques fortement exprimés pendant la neurogenéese,

comme neurogenini, avec STAT3 pour des co-activateurs, empéchant
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Figure 15. Les multiples origines des astrocytes.

Production et positionnement final des astrocytes au cours du développement cortical. Les fleches en
traits pleins indiquent les relations de lignage cellulaire confirmées par les expériences de tragage. Les
fleches avec des lignes brisées montrent des hypotheses de lignage cellulaire commun obtenues par
des investigations histologiques, mais qui ne sont pas confirmées par un tragage précis. Les neurones
et les précurseurs d’'oligodendrocytes ne sont pas affichés. (1) Des cellules venant de la VZ pourraient
monter jusqu'a la surface piale pour se différencier en astrocytes de la couche | et former la
membrane limitante gliale subpiale trés t6t au cours du développement. (2) Les astrocytes sont
supposés étre issus de progéniteurs gliaux situés dans la V-SVZ (provenant eux-mémes des cellules
de glie radiaire) mais aussi de la transformation directe des cellules de la glie radiaire (3-6) qui
pourraient également générer de cette fagon des astrocytes fibreux (7). (4) D’autre part, les astrocytes
de la couche | adopteraient des astrocytes nouvellement générés venant de la SVZ au cours du
développement. (5) Les progéniteurs gliaux de la V-SVZ embryonnaire se différencient en astrocytes.
(8) La prolifération locale d'astrocytes différenciés est une source importante d’astrocytes
protoplasmiques dans le parenchyme. (9) Les progéniteurs gliaux migrent dorsalement et se
différencient en astrocytes et en oligodendrocytes dans les substances grise et blanche a partir de la
SVZ postnatale. (d’apres Tabata, 2015)
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'astrogenese, et le blocage la différenciation astrocytaire par la méthylation des
promoteurs de génes astrocytaires, empéchant la transcription de ces génes et
rendant les cellules de glie radiaire insensibles aux cytokines de la famille de
l'interleukine-6. La signalisation Notch, impliquée dans I'inhibition de la neurogenése,
favorise ensuite I'astrogenése (Namihira et al., 2009) en régulant Ila
méthylation/déméthylation des promoteurs de génes astrocytaires lorsque la
signalisation JAK-STATS3 est activée. Enfin les cytokines gliogéniques sont sécrétées
en quantités de plus en plus grandes par les neurones nouvellement générés,

favorisant ainsi I'astrogenese (Barnabé-Heider et al., 2005).

Les astrocytes sont détectés par immunomarquage de I'antigéne GFAP dés
E16 dans la moelle épiniére de souris (Liu et al., 2002) mais les périodes précises de
production astrocytaire dans le cortex cérébral sont moins bien connues. Si l'isolation
des cellules de la glie radiaire corticales révéle une prépondérance du lignage
neuronal entre E14 et E16, les cellules de la glie radiaire générent en revanche
majoritairement des astrocytes a E18 (Malatesta et al., 2000). Les progéniteurs
gliaux migrent dans la substance blanche et dans la substance grise et se
différencient en astrocytes fibreux et protoplasmiques respectivement (Gressens et
al., 1992; Tabata, 2015). Les astrocytes sont également produits a partir de la
différenciation directe des cellules de la glie radiaire qui subissent des changements
morphologiques (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009), perdent leur contact avec la
surface apicale, deviennent unipolaires, puis rétractent leurs fibres radiales, éloignent
leur corps cellulaire de la zone ventriculaire par “somal translocation” pour finir par
devenir multipolaires (Morest, 1970; Choi and Lapham, 1978; Schmechel and Rakic,
1979; Pixley and de Vellis, 1984; Misson et al., 1991) avec, chez I'Homme, un
passage par des morphologies intermédiaires en fonction de leur position radiale
(deAzevedo et al., 2003). Elles adoptent ainsi progressivement une morphologie
astrocytaire. Des études du lignage des cellules de la glie radiaire ont par ailleurs
montré qu’elles peuvent produire individuellement de maniére successive neurones
et cellules gliales (Walsh and Cepko, 1988; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009;
Noctor et al., 2004; Magavi et al., 2012) mais d’autres études ont mis en évidence
des progéniteurs a potentialité restreinte ne générant que certains sous-types
neuronaux ou gliaux (Luskin et al., 1988; Luskin, 1993; Price and Thurlow, 1988;
Grove et al., 1993; Parnavelas, 1999; McCarthy et al.,, 2001). La question de la
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capacité des progéniteurs a générer ou non différents types cellulaires, mais aussi
des progéniteurs intermédiaires spécifiques et ce en fonction du temps reste encore
sans réponse claire. Au début de la gliogenese, les modes de production
d’astrocytes par la glie radiaire semblent donc variés (production de progéniteurs
gliaux, transformation directe), mais ces dernieres ne représentent pas l'unique
source d’astrocytes dans le cortex cérébral dont la majeure partie de la production

s’achéve seulement au cours du premier mois postnatal (Bayraktar et al., 2015).

3.4.2.La contribution des progéniteurs de la zone sous ventriculaire
postnatale au réseau astrocytaire

D’aprés les travaux de Goldman, les cellules de la glie radiaire, qui sont
Nestin+ (Burns et al., 2009), disparaissent peu de temps aprés la naissance
(Goldman, 1995; Marshall et al., 2003). A cause de la disparition de la glie radiaire,
les astrocytes générés par la suite sont présumés provenir des progéniteurs de la
zone sous ventriculaire, non rattachés a la surface piale, contrairement aux cellules
de la glie radiaire (Goldman, 1997), et ce jusqu’a P14 (Levison and Goldman, 1993).
Une étude utilisant des souris Nestin-CreER montre également la présence de
progéniteurs gliaux Nestin+, non rattachés a la surface piale et proliférant, au niveau
de la zone sous ventriculaire aprés injections de tamoxifene a la fin de
'embryogenese (Burns et al., 2009). La gliogenese périnatale se produit donc a la
fois au niveau de la zone ventriculaire ou se trouvent les cellules de la glie radiaire et
au niveau de la zone sous ventriculaire ou se trouvent des progéniteurs
intermédiaires (Levison et al., 1999) qui donnent naissance a des cellules migrant
vers la substance blanche et le cortex cérébral et se différenciant en astrocytes ou
oligodendrocytes (Levison and Goldman, 1993; Parnavelas, 1999; Kakita and
Goldman, 1999; Marshall and Goldman, 2002). Il a méme été montré, grace a des
expériences d’injections de rétrovirus codant la GFP et d’'imagerie en temps réel, que
quelques précurseurs d’astrocytes et d’oligodendrocytes issus de la zone sous
ventriculaire postnatale (P0) migrent jusqu’'a I'hémisphére cérébral opposé via le
corps calleux le long des axones non myélinisés (Kakita et al., 2003). Cependant,

aucune autre étude n’a jusqu’ici confirmé ce résultat.

Si 'ensemble de ces études impliquent globalement la zone sous ventriculaire

postnatale dans la production d’astrocyte corticaux, de récents travaux utilisant des
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électroporations postnatales pour marquer les progéniteurs de la zone sous
ventriculaire postnatale montrent tres peu d’astrocytes du cortex cérébral générés
par ces progeéniteurs, remettant en question la contribution des progéniteurs
postnataux, et statuant donc que les astrocytes corticaux sont issus majoritairement
des divisions de progéniteurs disséminés dans le parenchyme cortical (Ge et al.,
2012).

3.4.3.La prolifération locale postnatale: une source majeure
d’astrocytes

Ramoén y Cajal fut le premier a suggérer que les astrocytes matures peuvent
se diviser dans le parenchyme cortical aprés avoir observé des paires d’astrocytes
connectées par leurs somas (Ramén y Cajal, 1913) (Figure 16a). Cette observation fut
par la suite étayée par le recensement de figures mitotiques et de cellules ayant
incorporé la *H-thymidine (analogue du BrdU, marqueur de synthése d’ADN (Duque
and Rakic, 2011)) en microscopie électronique (Smart and Leblond, 1961; Mori and
Leblond, 1969; Ichikawa et al., 1983; Garcia-Marin et al., 2007; Fan and Agid, 2018).
Des autoradiographies en microscopie photonique aprés injections de *H-thymidine
chez le rat révélent également jusqu’a 8% de cellules non neuronales en prolifération
dans le cortex visuel durant la premiére semaine postnatale tandis que la mort
cellulaire semble limitée : seulement 0,2% de cellules non neuronales apparaissent
pycnotiques, c'est-a-dire avec un noyau altéré (indice de mort cellulaire) (Mares and
Bruckner, 1978). D’autres travaux chez la souris suggerent que les astrocytes
peuvent étre générés localement a partir de cellules progénitrices gliales aprés leur
migration vers la zone marginale (Beckervordersandforth et al., 2010). La
prolifération locale est une source d’astrocytes dés le stade embryonnaire au sein de
la plaque corticale : des expériences d’'imagerie en temps réel sur des tranches de
cerveau murin a E18 en culture montrent en effet des cellules gliales issues de
progéniteurs Nestin+ se diviser dans le parenchyme de maniére symeétrique, a raison
d’'une division toutes les douze heures (Burns et al., 2009) (Figure 16b). Une étude
plus récente montre également que la prolifération locale postnatale est bien la
source majeure d’astrocytes dans le cortex cérébral postnatal chez la souris via des
divisions symétriques d’astrocytes différenciés (Ge et al., 2012; Ge and Jia, 2016)
(Figure 16C). L’étude se base sur deux stratégies expérimentales : i) des injections de
rétrovirus entre PO et P9 directement dans les couches supérieures corticales
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Figure 16. Prolifération locale des astrocytes corticaux.

(a) Les astrocytes jumeaux de Ramén y Cajal, connectés par leurs somas (d’aprés Oberheim et al.,
2012 ) (b) Glioblastes issus de cellules Nestin+ a E16 effectuant plusieurs divisions successives
dans le parenchyme cortical a partir d’'E18 (d’apres Burns et al., 2009) (c) La prolifération locale,
visualisée avec le marqueur Ki67 dans le parenchyme cortical de souris hGFAP-GFP diminue au
cours de la premiére semaine postnatale. (d’apres Ge et al., 2012).
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permettant I'expression de la GFP dans les cellules infectées en division et dans leur
descendance associées a des marquages GFAP ou BLBP pour identifier les
astrocytes, ii) 'utilisation de souris hGFAP-CreER;Ai14;CAG fucci green. Dans ces
souris, I'expression de la protéine fluorescente rouge tdTomato est déclenchée aprés
la naissance dans les cellules GFAP+ par I'activation de I'enzyme recombinase Cre
par injection de tamoxiféne et les cellules en prolifération sont visualisables grace au
senseur fucci qui rend fluorescentes les cellules en phases S a M. Ainsi cette étude
montre que si environ 19% des astrocytes corticaux sont en prolifération a P3, ce
niveau chute progressivement jusqu’a atteindre 1,5% a P14. Cependant, il reste a
déterminer si tous les astrocytes différenciés peuvent proliférer ou s'’il existe des
progéniteurs intermédiaires qui exprimeraient des marqueurs moléculaires
particuliers ou encore si des astrocytes matures peuvent revenir a un stade
intermédiaire et se diviser et, le cas échéant, est-ce le cas pour tous les astrocytes ?

Ramoén y Cajal associait déja les paires d’astrocytes ou doublets a des figures
prolifératives, ce que semblent confirmer les travaux de Ge et al. en contexte
développemental. Une autre étude confirme cette théorie en contexte pathologique
avec I'observation de doublets immunopositifs pour le marqueur de division cellulaire
Ki67 uniqguement apres lésion corticale chez I'adulte (Bardehle et al., 2013), et situés
préférentiellement au contact des vaisseaux sanguins. Cependant, une étude
récente realisée chez le furet les observe également chez I'adulte sain tout en leur
attribuant plutét un réle fonctionnel (L6pez-Hidalgo et al., 2016). Ce travail décrit des
paires d’astrocytes ou “kissing astrocytes” dont les corps cellulaires sont en contact,
immunonégatifs pour des marqueurs de division cellulaire (Ki67, BrdU), et retrouvés
dans des proportions variables selon les couches corticales avec plus de 20% des
astrocytes appartenant a cette catégorie dans les couches Il et IV, qui sont la cible
d’afférences thalamiques, et 10% dans la couche Il, suggérant un lien avec les
organisations synaptiques particuliéeres de chaque couche. D’autres études
morphologiques évoquent la présence de doublets d’astrocytes grace a la
visualisation de corps cellulaires en contact par des colorations de Golgi (Kosaka and
Hama, 1986) ou des immunomarquages révélant I'antigene S1008 (Ogata and
Kosaka, 2002) sans toutefois préciser leurs éventuelles fonctions. Le lien entre
doublets et prolifération mérite par conséquent d’étre approfondi.
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Si les différents résultats concernant la prolifération locale embryonnaire puis
essentiellement postnatale d’astrocytes dans le cortex cérébral semblent donner une
certaine homogénéité au mode de production astrocytaire, ou une prolifération locale
massive durant la premiere semaine de vie pourrait expliquer 'augmentation du
nombre de cellules gliales observé au cours des premiéres semaines postnatales
(Bandeira et al., 2009) tandis que la taille du cerveau augmente, d’autres sources

d’astrocytes ont cependant été documentées.

3.4.4.D’autres sources d’astrocytes corticaux

Grace a des observations de colorations de Golgi, il a également été proposé
que les astrocytes de la couche | soient produits en partie dés le stade pré-plaque
avec la migration de cellules provenant de la zone ventriculaire jusqu’a la surface
piale puis leur différenciation en astrocytes (Marin-padilla, 1995). Ceux-ci seraient
rejoints bien plus tard par les astrocytes provenant de la zone sous ventriculaire,
sans que I'on sache si ces deux origines correspondent aux différents sous-types
d’astrocytes observés a la surface piale (de type fibroblaste ou protoplasmique). Les
cellules NG2+, exprimant le protéoglycan NG2 (retrouvé également dans certaines
cellules endothéliales et certains péricytes), longtemps présumées précurseurs
d’oligodendrocytes seulement, peuvent également produire des astrocytes : un
résultat obtenu grace a I'utilisation de nouvelles lignées de souris transgéniques
exprimant la protéine rapportrice DsRed sous promoteur NG2 (Zhu et al., 2007).
Dans le cerveau antérieur murin, le marqueur NG2 est détecté aprés E15 (Nishiyama
et al., 2002; Dawson et al., 2000, 2003; Peters, 2004), ce qui semble coincider avec
le début de l'astrogliogénese. D’autre part, des études du lignage des cellules
Olig2+, montrent qu’elles peuvent donner naissance elles aussi a des astrocytes
corticaux (Cai et al., 2007; Ono et al., 2008). Si ces éléments renforcent I'idée que
les astrocytes proviennent de différentes origines cellulaires (Oberheim et al., 2012),
il N'est pas encore établi que cette diversité développementale soit a I'origine de
I’hétérogénéité morphologique moléculaire et fonctionnelle observée dans les

astrocytes corticaux.

3.5. La maturation du cortex cérébral

Au début de la gliogenése, le cortex cérébral est déja composé des neurones
qui formeront les six couches corticales se stabilisant aux alentours de P10 et qui
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perdureront chez l'adulte. Si la mise en place du réseau neuronal semble
chronologiquement et spatialement bien définie, la mise en place du réseau astroglial
I'est beaucoup moins, a cause notamment de la diversité des sources d’astrocytes
dont les contributions individuelles sont mal connues. La mise en place de ce réseau
a lieu dans un contexte neuronal dynamique ou les cellules sont en pleine

maturation.

3.5.1.Maturation neuronale

Aprés leur division terminale dans la zone ventriculaire (E11-E13, divisions
asymeétriques) et sous ventriculaire (E13-E16, divisions symétriques de progéniteurs
intermédiaires) les neurones migrent dans la plaque corticale et adoptent leur
position laminaire finale (Dwyer et al.,, 2016). Les cellules doivent ensuite se
différencier en neurones fonctionnels dotés de connexions synaptiques appropriées.
Les neurones projettent d’abord leur axone vers la substance blanche grace a des
signaux extracellulaires locaux, avant que d’autres signaux de guidage axonal ne les
dirigent de la substance blanche a leur destination finale (Marin-Padilla, 2014). Les
dendrites apicales des neurones pyramidaux obtiennent également des informations
directionnelles pour se diriger vers la surface piale, dans la direction opposée (Marin-
Padilla, 2014). Lorsque la polarité initiale d’un neurone est établie, plusieurs
dendrites primaires apparaissent au niveau du corps cellulaire, subissent une
croissance importante et se ramifient. Des branches collatérales sont générées et
servent de sites synaptiques majeurs. Les neurones peuvent alors atteindre une
morphologie mature et recevoir des afférences d’autres régions corticales ou
d’ailleurs dans le cerveau (Dwyer et al., 2016) et ce en fonction de leur localisation
dans le parenchyme cortical. Les neurones pyramidaux situés dans différentes
couches corticales vont ainsi avoir une connectivité, une morphologie dendritique et
des propriétés fonctionnelles variables (Feldmeyer, 2012; Harris and Shepherd,
2015). Avant la naissance, la densité synaptique augmente rapidement puis diminue
avec |'élimination des connexions surnuméraires jusqu’a la puberté, pour finir par se

stabiliser (Huttenlocher, 1990). En méme temps, le réseau astrocytaire s’étend.

3.5.2.Maturation astrocytaire

Durant le développement cortical, et en particulier pendant les premieres
semaines postnatales, la population astrocytaire grandit a I'échelle du réseau et a
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I'échelle des cellules. De quelle maniére ce réseau finira-t-il par couvrir le cortex

cérébral de maniére continue ?

3.5.2.1. L’organisation astrocytaire a I’échelle du réseau

Les astrocytes ont-ils un développement colonnaire a l'instar des neurones ?
Un mécanisme “inside out” détermine-t-il leur position radiale ? Ces mécanismes
sont-ils propres aux astrocytes ou dépendants de signaux neuronaux et sont-ils a
'origine de certaines hétérogénéités fonctionnelles observées? La régionalisation
des astrocytes a surtout été étudiée dans la moelle épiniére ou des travaux montrent
que les astrocytes sont attribués a des domaines spatiaux particuliers, ou
“astromeres” selon leur origine embryonnaire spatiotemporelle dans la zone
ventriculaire (Tien et al., 2012; Tsai et al., 2012; Bayraktar et al., 2015) (Figure 17).
Dés le début de I'embryogenese, des gradients de signaux extracellulaires comme
Shh (Sonic Hedgehog) en ventral et BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) en dorsal
permettent une fine segmentation du neuroépithélium en domaines de progéniteurs
dorsoventraux (Jessell, 2000; Rowitch, 2004) via la régulation de certains facteurs de
transcription a homéodomaines ou a motifs hélice-boucle-hélice (bHLH). Cela aboutit
aux différents domaines de la moelle épiniére d’ou sont issues les différentes
catégories de neurones (les domaines p0 a p3 pour les interneurones et pMN pour
les neurones moteurs) (Campbell, 2003; Puelles and Rubenstein, 2003). Apres cette
phase neurogénique, les domaines de progéniteurs neuraux passent en production
gliale vers E12,5 et plusieurs données indiquent une régionalisation astrocytaire a
partir des progéniteurs : premiérement I'expression restreinte au domaine p2 ventral
de SCL (stem cell leukemia), codant pour une protéine bHLH, favorisant la
génération d’astrocytes et empéchant celle des oligodendrocytes via linhibition
d’Olig2 (Muroyama et al., 2005) et deuxiemement I'expression combinatoire des
protéines a homéodomaines Pax6 et Nkx6.1 distinguant les domaines p0 a p3. Ce
schéma d’expression différencie trois sous populations astrocytaires dans la
substance blanche qui sont moléculairement hétérogenes, exprimant soit la reeline,
soit Slit soit une combinaison de ces deux molécules, et dont I'arrangement
dorsoventral mime celui de leurs domaines progéniteurs respectifs avec une
dispersion tangentielle des astrocytes limitée (Hochstim et al., 2008). De plus les
analyses du lignage des cellules de la glie radiaire et de leur descendance a l'aide de
lignées transgéniques Cre spécifiques de ces régions montrent une distribution
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Figure 17. Spécification de I'hétérogénéité astrocytaire régionale dans la moelle épiniére.

La structuration embryonnaire le long de I'axe dorsoventral donne lieu a une glie radiaire spécifiée
régionalement. La signalisation par Shh et les BMP régule I'expression des facteurs de transcription
segmentaires et les interactions répressives croisées affinent les domaines des progéniteurs. Aprés la
neurogenése, les astrocytes sont générés dans tous les domaines de la moelle épiniére. lls migrent
latéralement le long des trajectoires de glie radiaire et ne subissent pas de migration tangentielle a
partir de leurs domaines d'origine. La structuration embryonnaire spécifie régionalement des
astrocytes distincts. L'hétérogénéité segmentaire des astrocytes fibreux et protoplasmiques pourrait
donner naissance a des astroméres (c'est-a-dire des domaines d'astrocytes ayant des fonctions
distinctes) a des stades postnataux. (d’apres Bayraktar et al., 2015)
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spatiale des astrocytes strictement restreinte a la trajectoire de leur progéniteur de
glie radiaire (Tsai et al., 2012), a l'origine des “astromeres” maintenues a I'adge
adulte, et composées d’astrocytes régionalement spécialisés et adaptés au support
des sous-types neuronaux locaux (Bayraktar et al., 2015).

Cette régionalisation peut-elle étre généralisée au reste du systéme nerveux
central ? Le long de l'axe dorsoventral du cerveau antérieur, des domaines de
cellules de glie radiaire existent : le pallium, les éminences ganglionnaires et le
septum (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Les astrocytes corticaux issus de
croisements de souris RosaSTOPtdTomato avec des souris Emx1-cre, Dbx1-cre, ou
Nkx2.1-cre spécifiques des précurseurs des régions dorsales, intermédiaires et
ventrales du cerveau antérieur respectivement sont distribués spatialement selon
leurs domaines d’origine et les conservent de maniére stable méme aprés Iésion
(Tsai et al., 2012) (Figure 18). Le cortex, ou pallium, se divise en pallium médial,
dorsal, latéral et ventral qui formeront I'hippocampe, le néocortex, le cortex
piriforme/olfactif, et le claustrum (ou avant-mur) et certaines parties de 'amygdale
respectivement. Qu’en est-il a l'intérieur de ces régions bien spécifiques et en
particulier dans le cortex cérébral, la région d’intérét de ces travaux de these ?
Chacun de ces domaines est lui-méme divisé en sous-domaines, (Sur and
Rubenstein, 2005; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009) qui different par leur
localisation, organisation histologique, connectivité, propriétés moléculaires et
fonctionnelles. Les régions rostrales régulent les fonctions exécutives et motrices
tandis que les régions caudales traitent les informations somatosensorielles,
auditives et visuelles. A I'échelle de ces régions, des analyses clonales de la
descendance des cellules de la glie radiaire marquée par des infections de la surface
corticale de souris Z/EG par I'adenovirus Cre pour marquer quelques cellules de la
glie radiaire (Tsai et al., 2012) ou par I'utilisation de lignées Z/EG croisées avec des
souris thy1.2-cre recombinant la Cre de maniere éparse (Magavi et al., 2012) mettent
en évidence des colonnes radiales, comprenant a la fois des neurones pyramidaux et
des astrocytes (Magavi et al., 2012) (Figure 19). Ceci confirme les résultats obtenus
dans la moelle épiniere a savoir que le réseau astrocytaire cortical se développerait
en territoires initialement occupés par les prolongements des cellules de glie radiaire
dont ils sont originaires (Bayraktar et al., 2015) et selon le modéle d’unités radiaires
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Figure 18. Origines développementales de I'hétérogénéité des astrocytes parenchymateux et
de la V-SVZ chez I'adulte.

Au cours du développement, les cellules neuroépithéliales, de la glie radiaire et les astrocytes se
spécialisent régionalement : les cellules neuroépithéliales et de la glie radiaire de différentes régions
du cerveau antérieur en développement y compris le pallium, les éminences ganglionnaires latérales
et médiales et le septum, donnent naissance aux cellules souches neurales de la V-SVZ au niveau
des différentes parois des ventricules latéraux et aux astrocytes parenchymateux, qui maintiennent
des signaux positionnels importants pour contréler la descendance des premiéres et la fonction des
seconds.
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Figure 19. Génération coincidente de neurones pyramidaux et d’astrocytes protoplasmiques
dans des colonnes néocorticales.

Les souris TFC.09 x Z/EG adultes présentent des colonnes apparentes de cellules arrangées
radialement a la fois le long des plans sagittal (a) et coronal (b). (c) Ces colonnes de cellules
marquées avec la GFP (en blanc) contiennent a la fois des neurones pyramidaux et des astrocytes,
qui ont été pseudocolorés en bleu a des fins de visualisation. (d-e) Des mesures ont été effectuées
pour analyser si les astrocytes GFP+ étaient a l'intérieur (zone bleue, 92,6% des astrocytes), proches
(2 moins de 50 um, 6,1% des astrocytes, zone rouge) ou en dehors des colonnes GFP+ (1,7% des
astrocytes).

Barres d’échelles : a-b : 500 pm, d : 100 um, ¢ : 50 um. (d’aprés Magavi et al., 2012)
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(Rakic, 1988). Cependant, le processus de ce développement colonnaire des
astrocytes est encore méconnu, en particulier, suit-il un schéma “inside-out” a l'instar
des neurones ? De combien de cellules sont composées les colonnes ? De combien
de progéniteurs uniques les cellules composant ces colonnes sont-elles issues ? Ces
cellules ont-elles des relations fonctionnelles privilégiées ? Les travaux de Magavi et
ses collegues d’'une part suggérent que les colonnes corticales sont composées de
plusieurs groupes (ou clusters) d’astrocytes (Magavi et al., 2012), et les travaux
d’Ichikawa et ses collegues d’autre part suggérent que les astrocytes se développent
dans le parenchyme cortical de la méme maniere que les neurones, suivant un
schéma ‘inside-out” ou les astrocytes nés en derniers se positionnent dans les
couches les plus superficielles (Ichikawa et al., 1983). De plus les progéniteurs gliaux
migreraient, a I'instar des neurones, le long de la glie radiaire (Zerlin et al., 1995), ce
qui pourrait expliquer la formation des colonnes astrocytaires. Malgré ces quelques
pistes, le développement et en particulier la migration des astrocytes corticaux
demeurent globalement méconnus (Tsai et al., 2012). La voie de signalisation
Ephrine,/Eph, impliquée dans la migration tangentielle neuronale (Dimidschstein et
al., 2013) et étant exprimée également par les astrocytes dans plusieurs régions du
systéme central chez la souris et 'Homme (Schmidt et al., 2007; Cahoy et al., 2008;
Nikolakopoulou et al., 2016), pourrait elle également jouer un réle la structuration du
réseau astroglial ?

Si la maturation astrocytaire passe de maniére évidente par une ou plusieurs
phases de migration et de dispersion a I'échelle du réseau, cette maturation se
produit également a [I'échelle individuelle, sur le plan territorial (domaines

astrocytaires) et morphologique.

3.5.2.2. Le développement des astrocytes a I’échelle de la cellule

Les astrocytes corticaux contactent les corps cellulaires neuronaux, mais
aussi leurs dendrites, les épines dendritiques, et les terminaisons synaptiques
(Ventura and Harris, 1999) a l'intérieur du territoire délimité par leur arborisation. Si
Ramén y Cajal et d’autres avaient déja observé la complexité de cette arborisation
grace, entre autres, aux colorations de Golgi (Ramén y Cajal, 1909; Kosaka and
Hama, 1986), I'arborisation astrocytaire a longtemps été sous-estimée du fait de
I'utilisation de marqueurs immunohistochimiques pour visualiser les astrocytes. En

effet, pour beaucoup de ces marqueurs, tels que GFAP, S1003, ou Aldh1l1, les fins
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Figure 20. Les astrocytes occupent des territoires individuels distincts.

(a) La morphologie globale des astrocytes semble étre fortement influencée par les astrocytes voisins
dans le striatum murin. Une tranche optique a travers un astrocyte injecté avec de I'Alexa 568 et
superposé avec les astrocytes remplis par de I'Alexa 488 dans la méme tranche optique montre que
I'astrocyte au milieu évite de faire chevaucher ses prolongements avec ceux de ses deux voisins.
(d’apres Bushong et al., 2002) (b) Le réseau astrocytaire continu et non chevauchant est bien visible
dans le cortex cérébral murin d’'une souris transgénique Brainbow adulte. (d’aprés Livet et al., 2007)
(c) Procédure utilisée pour le marquage diolistique avec le Dil (vert) et le DiD (rouge) de tranches de
cerveau permettant d’observer la structure buissonnante et les territoires définis des astrocytes
individuels. Limmunomarquage contre GFAP dans le cortex montre que seuls les corps cellulaires et
les principales ramifications des astrocytes corticaux sont GFAP+. (d’apres Oberheim et al., 2008)
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prolongements ne sont pas marqués (Bushong et al., 2002), voire leur marquage est
dépendant de I'état réactif des cellules (GFAP par exemple), rendant difficiles les
études morphologiques fines des astrocytes résidents (non réactifs). Il a été estimé
que les immunomarquages GFAP révélent au mieux 15% des volumes astrocytaires
chez les rongeurs (Bushong et al., 2002). Avec I'utilisation de la GFP, en injections
virales ou en lignées transgéniques, sous contrdle des promoteurs spécifiques tels
que GFAP (Zhuo et al., 1997; Nolte et al., 2001), Aldh1l1 (Cahoy et al., 2008; Tsai et
al., 2012) ou encore S1008 (Zuo et al., 2004) une visualisation a la fois du corps
cellulaire et des nombreuses arborisations complexes des astrocytes est possible, et
avec lui des études territoriales et morphologiques. Des microinjections de colorants
différents dans des astrocytes individuels adjacents sur tranches montrent par
exemple que les astrocytes hippocampaux sont organisés en domaines territoriaux
distincts dont la morphologie, beaucoup plus étendue que ce qui était supposé
auparavant, est largement influencée par celle des astrocytes voisins (Bushong et
al., 2002) (Figure 20a). Ces domaines ne se superposent pas. En effet, la zone
d’interface entre astrocytes est extrémement limitée et les branches principales les
composant sont rarement en contact avec les astrocytes voisins, contrairement aux
fins prolongements spongiformes, non détectables avec le marqueur GFAP
(Bushong et al., 2002). A l'intérieur de leur territoire, les astrocytes peuvent contacter
jusqu’a 100 000 synapses chez la souris (Bushong et al., 2002). Cette absence de
partage de domaine astrocytaire est confirmée par une autre étude utilisant
I'expression de la GFP sous contréle du promoteur GFAP (Halassa et al., 2007) qui
montre également que les astrocytes peuvent coordonner des petits groupes de
neurones lorsque les signaux sont propagés directement entre les astrocytes et les
corps cellulaires neuronaux, et plusieurs centaines de neurones lorsque les signaux
sont transmis des astrocytes aux dendrites, épines et synapses, avec une
organisation en flots synaptiques correspondant aux territoires individuels. Cette
notion de microdomaines a par ailleurs été montrée dans la glie de Bergmann,
suggérant un lien morphologie/fonction dans les interactions neurones-glie avec des
microdomaines gliaux adaptés a la diversité fonctionnelle synaptique des cellules de
Purkinje (Grosche et al., 1999). Des études plus récentes utilisant des stratégies
multicolores montrent que cette organisation en domaines d’astrocytes est aussi
retrouvée dans le cortex cérébral des rongeurs (Livet et al., 2007; Oberheim et al.,
2008) (Figure 20b-C).
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Contrairement a ce qui était supposé (Tout et al., 1993), les astrocytes
n‘'occupent pas de maniére homogéne des régions sphériques du neuropil
(Rohlimann and Wolff, 1996). En effet, si les premiéres études décrivant
'agencement des astrocytes dans la rétine entiére chez le chat et le lapin évoquent
déja une morphologie adaptée aux prolongements neuronaux, passant de formes
étoilées a des formes allongées (Karschin et al., 1986; Schnitzer and Karschin,
1986), d’autres études, présentent un réseau plutdét agencé de maniere homogene
chez le rat, ou les astrocytes, espacés régulierement, adhérent a leurs voisins via
leurs prolongements et repoussent méme leurs corps cellulaires (Distler et al., 1991;
Tout et al., 1993). Par ailleurs, les vaisseaux sanguins influencent I'organisation des
prolongements astrocytaires et la morphologie générale des astrocytes, en particulier
aprés lésion (Chan-Ling and Stone, 1991; Bardehle et al., 2013). Des travaux in vitro
sur des astrocytes originaires du cortex de rat montrent également que dans une
région définie, leurs morphologies sont variables en taille et en forme, avec des
cellules d’aspect sphérique et d’autres plutot allongées, permettant un remplissage
continu du neuropil sans superposition de leurs arborisations (Bushong et al., 2002).
Il N’y aurait pas de création d’espaces entre les cellules aboutissant a une répartition
homogéne comme suggéré antérieurement par des travaux effectués dans la rétine,
une structure proche d’une organisation en deux dimensions (Tout et al., 1993), mais
I’'établissement et le maintien de territoires exclusifs (Bushong et al., 2002) ou avec
un enchevétrement limité a 4,6% de leur volume dans I'hippocampe, mais jusqu’a
50% dans le cortex cérébral du furet (Lopez-Hidalgo et al., 2016) en trois dimensions
(Ogata and Kosaka, 2002).

Dans certaines conditions pathologiques, notamment dans le cerveau
epileptique, ou apres une lésion, les astrocytes corticaux murins perdent leur
disposition réguliere et présentent des morphologies ou les prolongements
d’astrocytes voisins s’entremélent, sans toutefois que cela soit nécessairement
associé a une réaction de gliose (Oberheim et al., 2008). A I'inverse, une réaction de
gliose avec augmentation de I'épaisseur des ramifications principales n’entraine pas
forcément I'agrandissement ou la désorganisation des domaines astrocytaires dans
le cas de zones dénervées ou lésées (Wilhelmsson et al., 2006). L’établissement des
domaines astrocytaires semble tout de méme crucial au cours du développement

cortical. Comment ces domaines sont-ils établis a I’échelle de la cellule lors de la
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Figure 21. Morphogenése des astrocytes au cours du développement.

(a) Dessins d’astrocytes hippocampaux de rat a partir dimmunomarquages anti-
GFAP montrant une augmentation de la taille des astrocytes entre P7 et I'’adge adulte.
(d’aprés Nixdorf-Bergweiler et al., 1994) (b) Le marquage des astrocytes
hippocampaux murins avec le colorant fluorescent jaune lucifer montre que le degré
de ramifications astrocytaires visible sur les astrocytes protoplasmiques augmente au
cours du développement (PND = postnatal day) qui se chevauchent tét dans le
développement, avant de former des territoires individuels (c) (d’aprés Bushong et
al., 2004)
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construction du réseau astrocytaire? Bien qu’incomplets, des marquages GFAP dans
’hippocampe de rat montrent déja que les astrocytes augmentent largement leur
taille dans les trois premieres semaines postnatales (Nixdorf-Bergweiler et al., 1994)
(Figure 21a). Une étude associant immunomarquages GFAP ou S1008 a des
marquages intracellulaires avec le colorant fluorescent jaune lucifer sur des tranches
de tissus fixés montre que, chez le rat, pendant la premiére semaine postnatale, les
prolongements d’astrocytes hippocampaux voisins sont initialement entremélés puis
des domaines indépendants sont établis progressivement durant la seconde semaine
postnatale avec I'élaboration de prolongements spongiformes formant des frontieres
entre domaines astrocytaires (Bushong et al., 2004; Freeman, 2010) (Figure 21b-c).
Ce processus de ségrégation serait régulé par des mécanismes d’inhibition de
contact (Distler et al., 1991). L’élaboration et I'affinement de I'arborisation astrocytaire
s’achéveraient a des stades développementaux postnataux tardifs (un mois) et
coincideraient avec une période de synaptogenése active au cours de laquelle les
astrocytes jouent un réle crucial (Freeman, 2010).

Les astrocytes protoplasmiques densifient leurs ramifications au cours du
développement (Bushong et al., 2004) (Figure 21b). S'il a été documenté que les
astrocytes protoplasmiques matures contiennent des centaines de fins
prolongements (Tong et al., 2013) dont les plus petits contactent directement les
synapses selon le modéle de la synapse tripartite (Reichenbach et al., 2010), les
astrocytes protoplasmiques n’ont encore jamais été reconstruits intégralement. Cela
s’explique d’une part par I'utilisation massive pendant de nombreuses années de
marqueurs astrocytaires ne permettant pas de visualiser les cellules intégralement,
mais également par la nécessité de pouvoir marquer des cellules isolées. Obtenir un
marquage épars astrocytaire est aujourd’hui possible grace a I'utilisation de lignées
transgéniques Cre ou CreER dépendantes de promoteurs spécifiques ou via
I'électroporation in vivo (in utero et postnatale) de vecteurs plasmidiques codant des
protéines fluorescentes rapportrices permettant enfin modéliser ces cellules de
maniere a étudier le nombre, la densité, la taille et I'épaisseur de leurs branches,

mais aussi le volume de ces cellules.

Le cortex cérébral est composé de neurones et d’astrocytes, dont on a abordé
le développement au cours de cette introduction, mais il ne faut pas oublier que les

astrocytes évoluent et maturent, a I'échelle du réseau et sur le plan morphologique,
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dans un environnement ou d’autres cellules co-existent et avec lesquelles ils

interagissent, et dont les origines communes ne sont pas encore clairement établies.

3.6. La génération des autres types cellulaires du cortex cérébral
Parmi les autres types cellulaires du cortex cérébral, co-existent les péricytes
et cellules endothéliales, les cellules épendymaires et d’autres cellules gliales
comme les cellules NG2+, les microglies et les oligodendrocytes, et plus tardivement
les cellules souches neurales adultes ou (cellules B1). D’ou viennent ces différents
types cellulaires ? Lesquels d’entre eux ont des origines communes aux astrocytes et
a quels stades du développement du systéme nerveux ces lignages communs

divergent?

Les cellules endothéliales et péricytes

Au cours du développement embryonnaire, la vascularisation du cortex
cérébral est opérée par un processus d’angiogenése c'est-a-dire par la formation de
nouveaux vaisseaux a partir de cellules endothéliales préexistantes (ici depuis la
vasculogenése du plexus vasculaire primaire, a partir du mésoderme extra-
embryonnaire, vers E7) (Patan, 2000). Elle commence avec l'invasion de vaisseaux
sanguins depuis le plexus vasculaire périneural entourant le tube neural sur la
surface piale (Risau, 1992) et ce indépendamment de la migration neuronale (Stubbs
et al.,, 2009). Aprés avoir émergé du plexus vasculaire périneural, les capillaires
s’allongent radialement dans le parenchyme cortical, parallelement aux cellules
neuroepithéliales puis se ramifient dans d’autres directions aprés avoir atteint le
ventricule (Paredes et al., 2018). Les vaisseaux sanguins peuvent également
coloniser le cerveau depuis la zone périventriculaire (Vasudevan et al., 2008; Stubbs
et al., 2009). Avec les péricytes, dérivant en majorité de la créte neurale (Armulik et
al., 2011), les astrocytes et les microglies, les cellules endothéliales forment les
unités neurovasculaires de la barriere hémato-encéphalique.

Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du systéme nerveux
central. Elles représentent environ 10 % des cellules gliales du cerveau et ont une
origine extra-embryonnaire hématopoiétique (a partir du sac vitellin) (Alliot et al.,
1999; Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012) a partir d’E8 chez la souris. Elles
circulent ensuite a travers la circulation sanguine pour venir coloniser le cerveau
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antérieur juste avant le début de la neurogenése (E11,5). Les cellules microgliales
commencent par s’accumuler a la surface piale et au niveau du plexus choroide
avant de se répandre dans le parenchyme cortical (Swinnen et al., 2013). Elles
interagissent avec les astrocytes en stimulant, entre autres, leur prolifération et/ou
leur différenciation (Giulian et al., 1988; Nakanishi et al., 2007; Béchade et al., 2011;
Antony et al., 2011).

Les cellules épendymaires et cellules souches neurales adultes (cellules B1)

Les cellules B1, situées dans la zone ventriculaire — sous ventriculaire,
conservent des propriétés de cellules souches chez l'adulte (renouvellement et
différenciation en types cellulaires variés) (Doetsch et al., 1999). En contact avec le
ventricule latéral, elles sont entourées de cellules postmitotiques multicilliées formant
I'interface cerveau — ventricule. Les cellules épendymaires et les cellules B1 sont les
cellules gliales formant la niche neurogénique dans le cerveau du mammifere. Ces
deux types de cellules dérivent des cellules de la glie radiaire a des stades
embryonnaires tardifs (Merkle et al., 2004; Spassky et al., 2005; Fuentealba et al.,
2015). Cependant les mécanismes de leur génération sont encore inconnus. En
particulier, dérivent-elles de progéniteurs bipotents ou de cellules de la glie radiaire
spécialisées a des temps précoces ? Cet aspect sera exploré au cours de ces
travaux de thése dans le cadre d’'une collaboration avec Nathalie Spassky (Institut de
Biologie de 'ENS, Paris).

Les cellules NG2+ et les oligodendrocytes

Les cellules NG2+ sont une population de progéniteurs gliaux des substances
blanche et grise du systéme nerveux central mature et en développement des
mammiféres. Elles sont distinctes des astrocytes, des oligodendrocytes, des cellules
microgliales et des cellules souches neurales (Nishiyama et al., 2014). Considérées
comme les précurseurs d’oligodendrocytes (Bergles and Richardson, 2015), elles
agrandissent leur population par auto-renouvellement et elles peuvent générer, mais
pas seulement, des oligodendrocytes myélinisants ou non myélinisants avec un pic
de prolifération au cours de la période périnatale. Dérivant en majorité des cellules
progénitrices ventrales, elles apparaissent dans le parenchyme cortical aprés E15
chez la souris (Trotter et al., 2010). Les premieres cellules générées au niveau des

éminences ganglionnaires médianes migrent dorsalement et se dispersent dans le
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néocortex tandis que celles générées plus tardivement a partir des éminences
ganglionnaires latérales et médianes migrent vers les zones prolifératives du
néocortex pour former la future zone sous ventriculaire (Anderson et al., 2001).
Cependant, quelques cellules NG2+ dérivent également de la glie radiaire dorsale,
comme le montrent des résultats obtenus avec des souris Emx1CreER’? d’une part
(Kessaris et al., 2006) et le marquage initial de cellules de glie radiaire détecté plus
tard dans des cellules NG2+ des substances blanche et grise corticales d’autre part
(Ventura and Goldman, 2007). Elles conservent leurs propriétés prolifératives chez
ladulte et pourraient étre également a lorigine de 40% des astrocytes
protoplasmiques de la substance grise du cerveau antérieur ventral (Zhu et al., 2007,
2011; Huang et al., 2014).

Les astrocytes corticaux sont donc liés, par leurs interactions ou leurs origines
aux nombreux types cellulaires présents dans le cortex cérébral. L'origine commune
des neurones, des astrocytes, de certaines cellules NG2+ et certains
oligodendrocytes mais également des cellules épendymaires et des cellules B1 est
de mieux en mieux établie, a savoir, les cellules de la glie radiaire. Cependant, la
potentialité de ces cellules a générer un ou plusieurs de ces types cellulaires,
simultanément ou par phases temporelles successives est encore méconnue et

nécessite des études approfondies a I'échelle des progéniteurs individuels.

4. Méthodes de suivi du lignage cellulaire

Le neuroépithélium embryonnaire est composé d’une population
apparemment homogene de progéniteurs qui générent néanmoins différents sous-
types cellulaires neuraux avec des frontieres spatiotemporelles définies. Les
progéniteurs de la zone ventriculaire dorsale donnent naissance aux neurones
formant les différentes couches corticales au cours de I'embryogenése, puis
engagent une phase gliogénique a la fin de 'embryogenése. Pour mieux comprendre
les étapes de la gliogenese corticale, il est nécessaire d’explorer le comportement
individuel des progéniteurs gliogéniques et de leur descendance au cours de la
corticogenese et pour cela utiliser les stratégies d'étude du lignage cellulaire qui
fournissent des informations cruciales, a I'échelle des populations, mais également a

I'échelle des progéniteurs individuels.
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4.1. A I'échelle des populations

Le suivi du lignage cellulaire repose sur le marquage stable d’'un progéniteur
qui sera retrouvé dans toute sa descendance. Les études du lignage apportent des
informations sur l'identité des cellules générées par le progéniteur ciblé, mais
également leur nombre et leur positionnement. Si la notion de lignage existe dés le
19° siécle avec des observations directes du développement d’embryons dépourvus
d’amnios en microscopie optique (Conklin, 1906; Sulston et al., 1983; Kimmel et al.,
1990), des expériences de transplantation (Spemann and Mangold, 1924) et
I'utilisation de colorants divers comme les carbocyanines, les rhodamines, la
fluorescéine ou la péroxydase de Raifort (Kretzschmar and Watt, 2012), de
nombreux travaux reposant sur I'expression de protéines rapportrices a partir de
vecteurs plasmidiques (LacZ, protéines fluorescentes) introduits dans les cellules par
injection, transfection, infection virale, lipofection ou électroporation ont été réalisés in
vitro pour étudier le lignage cellulaire. Les stratégies in vitro présentent 'avantage de
pouvoir sélectionner le type cellulaire étudié avec I'utilisation de mono ou co-cultures,
permettant d’observer le développement de chaque type cellulaire dans un
environnement contrélé (stade de développement des cellules initiales, présence
d’autres cellules, facteurs de croissances etc.). En ce qui concerne le cortex cérébral,
une étude a notamment montré que des progéniteurs embryonnaires uniques en
culture et imagés en temps réel produisaient d’abord des neurones, puis des cellules
gliales (Qian et al., 2000).

Si les études du lignage cortical in vitro ont permis d’obtenir des données
intéressantes, la culture cellulaire classique, essentiellement en deux dimensions, ne
prend pas en compte la structure tridimensionnelle du cortex cérébral d’'une part,
parcouru par de nombreux vaisseaux sanguins avec lesquels les astrocytes
interagissent, et celle des astrocytes eux-mémes d’autre part, plats et bien moins
ramifiés en culture qu’in vivo (Lange et al., 2012). De plus, ceux-ci apparaissent plus
proches des astrocytes réactifs (exprimant fortement la GFAP) que des astrocytes
corticaux en conditions physiologiques, introduisant probablement des biais en
termes de prolifération et de différenciation. Pendant la gliogenése, le milieu
extracellulaire est également important pour la régulation de I'expression de certains
géenes et facteurs de transcription et les astrocytes en culture voient celui-ci modifié
(Cahoy et al., 2008), d’ou la nécessité d’évoluer vers des études in vivo (Lange et al.,
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2012). Comme les études in vitro, les analyses du lignage des progéniteurs corticaux
in vivo reposent sur des marqueurs pouvant étre insérés dans les progéniteurs
corticaux a des stades embryonnaires définis, et transmis a leur descendance
(Luskin et al.,, 1988). Ce type de marquage peut étre obtenu par l'utilisation de

lignées transgéniques ou des électroporations in vivo.

4.1.1. Les stratégies transgéniques

La compréhension du développement et de l'organisation du cerveau a
longtemps été et est toujours liée aux outils technologiques permettant de visualiser
des cellules individuelles, reposant sur la précision des méthodes de marquage
(coloration de Golgi — LacZ - marqueurs antérogrades et rétrogrades -
immunohistochimie etc.) et leur visualisation en imagerie (microscopie optique,
électronique, a épifluorescence, confocale, multiphotonique etc.). L'utilisation de la
protéine fluorescente verte de la méduse (Green Fluorescent Protein ou GFP) et de
ses dérivées spectrales (YFP (jaune), RFP (rouge) et CFP (cyan) pour ne citer que
les plus connues) a constitué une avancée majeure dans le domaine (Chalfie et al.,
1994) pour marquer des cellules vivantes avec notamment la génération de lignées
transgéniques chez de nombreuses espéces: Caenorhabditis elegans, la
Drosophile, le poisson zebre, la souris, le furet etc. (Feng et al., 2000). Si l'utilisation
de promoteurs ubiquitaires (ROSA, CMV, CAG etc.) permet I'expression des
protéines fluorescentes dans toutes les cellules, les lignées promoteur-spécifiques
telles que GFAP-GFP (Zhuo et al., 1997; Nolte et al., 2001), Aldh111-GFP (Cahoy et
al., 2008; Tsai et al.,, 2012) ou encore S100B-GFP (Zuo et al., 2004) offrent la
possibilitt de ne visualiser que les populations astrocytaires. Les lignées
transgéniques présentent également I'avantage d’avoir un marquage efficace a la
fois du corps cellulaire et des nombreuses arborisations complexes des astrocytes.
Cependant, ces stratégies basées sur I'expression de marqueurs tardifs (Aldh111 ou
S100B) ou exprimés de maniere non homogéne et peu spécifique (GFAP) sont
incompatibles avec la discrimination fine de [lorigine développementale des

astrocytes corticaux.

Avec I'arrivée du systéme de recombinaison Cre-Lox, dérivé du bactériophage
P1 (virus), et reposant sur I'utilisation d’'une enzyme recombinase site-spécifique Cre
(Hoess et al., 1984; Sauer, 1987; Sauer and Henderson, 1988), un nouvel outil
d'ingénierie apparait. La reconnaissance des paires de courtes séquences d’ADN
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cibles appelées sites Lox par la Cre recombinase induit des délétions, insertions,
translocations et inversions des séquences d’ADN situées entre ces sites (en
fonction de I'orientation des séquences Lox) dans le génome des cellules. Depuis, de
nombreuses lignées transgéniques de souris ont été générées. Les croisements
entre des souris issues de lignées exprimant la Cre sous contrdle de promoteurs
spécifiques ou ubiquitaires et des souris issues de lignées comportant des sites Lox
encadrant des séquences cibles (comme les séquences STOP) en amont de
séquences codant pour des protéines fluorescentes rapportrices permettent d’obtenir
un marquage dans les cellules qui ont exprimé le géne régulé par le promoteur
d'intérét a un moment de leur développement. Les croisements de souris
RosaSTOPtdTomato avec des souris Emx71-cre, Dbx1-cre, ou Nkx2.1-cre ont par
exemple permis de montrer que les astrocytes sont distribués spatialement selon
leurs domaines d’origine (Tsai et al., 2012).

Pour étudier le lignage cellulaire au cours du développement et/ou effectuer
des expériences gain ou perte de fonction, le contréle de l'activité de la Cre doit
pouvoir étre contrélé dans le temps et dans I'espace. Cette version inductible du
systéme Cre/Lox est obtenue avec I'utilisation d’enzymes recombinase Cre ligand-
dépendantes, aussi appelées CreER (Feil et al., 1996, 1997, 2009). Il s’agit de
protéines chiméres formées par la Cre et d'un domaine de liaison aux hormones
modifié (récepteur des cestrogénes). Physiologiquement, ce récepteur est présent
dans le cytoplasme des cellules d’'intérét et il migre dans le noyau en présence
d'cestrogénes pour venir se fixer sur I'ADN ou il activera ses génes cibles. Dans la
construction CreER, la translocation vers le noyau est possible mais pas la fixation
sur I'ADN et le récepteur a été modifié de telle sorte qu'il ne peut plus lier les
cestrogénes endogénes mais uniquement un analogue structural pharmacologique,
le tamoxifene. Ainsi, en présence de tamoxifene, administré par injection ou gavage,
le récepteur quitte le cytoplasme pour rejoindre le noyau et la recombinaison,
contrdlée dans le temps par I'expérimentateur, peut alors avoir lieu. Cette stratégie a
par exemple permis de montrer la contribution postnatale de progéniteurs Nestin+ de
la zone sous ventriculaire a la gliogenese en utilisant des souris Nestin-CreER
injectées au tamoxiféne a la fin de 'embryogenése (Burns et al., 2009).
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Les souris transgéniques représentent donc un bon moyen d’étudier la
contribution respective des populations cellulaires d’intérét a la formation du cortex
cérébral grace a I'utilisation de promoteurs spécifiques, avec la possibilité de pouvoir
déclencher le marquage et/ou d’effectuer des études de gain ou perte de fonctions
dans le temps et dans I'espace. Cependant, les lignées transgéniques sont longues
et colteuses a générer alors que d’autres stratégies comme I'électroporation in utero
permettent également le marquage de progéniteurs neuraux et de leur descendance
née au temps de ['électroporation (vecteurs épisomaux) ou pendant plusieurs
semaines (vecteurs intégratifs), mais aussi I'analyse rapide de mécanismes de

régulation.

4.1.2. L’électroporation in vivo

Depuis son développement dans les années 2000, I'électroporation in utero,
qui permet lintroduction de vecteurs ADN plasmidiques dans les progéniteurs
neuraux, a été largement utilisée pour étudier le développement neuronal normal ou
perturbé (Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; Saito and Nakatsuji, 2001; Tabata
and Nakajima, 2001). En électroporant des plasmides codant des protéines
rapportrices fluorescentes, il est possible de marquer les progéniteurs et les cellules
qu’ils génerent au moment de I'électroporation puis de les suivre a plus long terme
(avant ou apres la naissance). Chez la souris gestante anesthésiée, la méthode
consiste, aprés laparotomie, a injecter des plasmides d’ADN au niveau des
ventricules embryonnaires et rappliquer un courant électrique modéré (30-50V)
destiné a former des pores membranaires dans les cellules cibles (dans notre cas,
les progéniteurs apicaux localisés dans la zone ventriculaire) et permettre aux
plasmides d’ADN épisomaux (c’est-a-dire non intégratifs) de pénétrer dans les
cellules cibles. Le développement des embryons électroporés se poursuit ensuite
normalement. Les parametres spatiaux peuvent étre maitrisés avec le choix du
ventricule (latéral (pour le cortex cérébral notamment), 3°™ ou 4°™®) et I'orientation
des électrodes, et également les parametres temporels avec le choix du stade
d’électroporation (typiquement entre E12 et E15 pour cibler les progéniteurs des
neurones pyramidaux). La densité de marquage peut étre également contrélée en
modulant la concentration des plasmides, sans toutefois pouvoir atteindre 100%. De

plus, la technique permet de faire des manipulations génétiques aigués des cellules
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et d’étudier des mécanismes de migration et de régionalisation des neurones issus

des progéniteurs électroporés (Bai et al., 2003; LoTurco et al., 2009).

Cependant, I'électroporation in utero de vecteurs plasmidiques épisomaux
n'est pas adaptée a I'étude des populations astrocytaires car ces plasmides sont
dilués au cours de la prolifération cellulaire et ne sont pas maintenus dans les
cellules gliales générés de la fin de 'embryogenése a plusieurs semaines apres la
naissance, soit bien apres I'électroporation. De plus, les protocoles d’utilisation de la
méthode imposent de respecter une fenétre temporelle d’électroporation garantissant
la survie des animaux (femelles gestantes et portées) aux alentours d’E12-E15,
c'est-a-dire avant le début de la gliogenese. Grace a l'utilisation de systémes de
transposition, qui permettent l'intégration des plasmides au génome héte en
présence d’enzymes de type recombinase dénommées « transposases » (Kawakami
and Noda, 2004; Sato et al., 2007; Kawakami, 2007), les analyses du lignage
cellulaire a plus long terme deviennent possibles avec la co-électroporation in utero
de vecteurs intégratifs (composés d’'une séquence d’ADN codant une protéine
fluorescente rapportrice encadrée par des séquences de transposition), et d’un
vecteur codant la transposase associée (Tol2 ou PiggyBac (Lacoste et al., 2009;
Sato et al., 2007; Yoshida et al., 2010)). Cette stratégie a permis de marquer
efficacement et de maniére stable les progéniteurs neuraux et leur descendance
neuronale et gliale, mais aussi d’utiliser des promoteurs spécifiques comme GFAP et
S100B pour marquer des populations ciblées (Yoshida et al., 2010). L'utilisation de
cette stratégie couplant électroporation in utero et vecteurs intégratifs a permis de
montrer, par exemple que les cellules de la glie radiaire passent par une phase
d’expression des antigénes GLAST+/Nestin+ avec une production préférentielle de
neurones, puis par une phase GLAST+/Nestin- responsable de la production
d’astrocytes (Siddiqi et al., 2014). L'utilisation de formes dominantes négatives ou
constitutivement actives de protéines ou encore de shRNA offre également la
possibilité d’utiliser les électroporations in utero pour étudier le développement
cortical en conditions perturbées/pathologiques, ou I'implication de certains génes
dans la régulation du lignage cellulaire, de la prolifération, de la différenciation ou
encore de la migration des cellules corticales.

Aux électroporations in utero s’ajoute la possibilité d'effectuer des

électroporations postnatales (Boutin et al., 2008; Fernandez et al., 2011) puisque la
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période périnatale correspond a une phase de gliogenése importante. Basées sur
des protocoles similaires a I'électroporation in utero, elles peuvent se pratiquer avec
des injections libres ou stéréotaxiques apres anesthésie sur glace des souriceaux.
Cependant, si les travaux de Goldman montrent une contribution des progéniteurs
postnataux de la zone sous ventriculaire au réseau astroglial (Levison and Goldman,
1993), des électroporations postnatales effectuées chez la souris semblent indiquer
le contraire (Ge et al., 2012). La question de la contribution de ces progéniteurs reste
par conséquent encore a approfondir.

Les stratégies basées sur l'utilisation de lignées transgéniques ou sur des
électroporations in vivo permettent donc d’étudier de maniere fiable le lignage cortical
en conditions normales ou pathologiques a I'échelle de populations dans leur
intégralité (dense) ou de maniére plus éparse. En revanche, elles n’apportent pas
d’indication sur le lignage de progéniteurs individuels et leurs potentialités, ainsi que
sur leur contribution individuelle a la formation du cortex cérébral. Pour obtenir ces
informations, il faut pouvoir marquer un unique progéniteur (analyse clonale) ou

plusieurs progéniteurs voisins avec des marqueurs différents (analyse multiclonale).

4.2. A I'échelle du progéniteur unique : les analyses clonales

Les analyses clonales des cellules corticales in vivo requiérent des marqueurs
pouvant étre insérés dans un progéniteur cortical unique a des stades embryonnaires
définis, et transmis a toute la descendance issue du progéniteur ciblé. Elles
nécessitent donc d’effectuer des marquages trés épars ou tres distincts. Les
méthodes de transfert de géne par rétrovirus offrent cette possibilité et ont été
beaucoup utilisés au début des analyses du lignage cellulaire, avant les stratégies

multiclonales comme les barcodes et les méthodes multicolores.

4.2.1.Les injections virales

Les rétrovirus modifiés, incapables de se répliquer par eux-mémes, utilisés
dans le cas d’analyses clonales, infectent des cellules hétes en division ou ils
s’integrent au génome. Seules les cellules issues des progéniteurs infectés
expriment les marqueurs utilisés, et le nombre de progéniteurs infectés est limité par
I'utilisation d’un titre viral bas. Cette stratégie permet ainsi de faire des études
clonales ou un clone représente I'ensemble des cellules issues d’un progéniteur

unique.
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Les premiers résultats utilisant cette stratégie dans 'embryon murin montrent
grace au marquage LacZ que plusieurs types cellulaires ont des origines communes
dans le cerveau, avec une restriction des potentialités au cours du développement
(Sanes et al., 1986). Le géne LacZ d’Escherichia coli code pour I'enzyme [-
galactosidase qui réagit en présence du composé X-gal par la production d’une
coloration bleue. La méthode a été validée dans la rétine (Price et al., 1987; Turner
and Cepko, 1987) et le tectum optique (Gray et al., 1988). Dans le cortex cérébral
elle permet d’étudier la morphologie et la position de cellules sceurs aprés des
injections virales dans le télencéphale embryonnaire murin. Les résultats initiaux
montrent que, contrairement a ce qui a été montré plus récemment (Gao et al.,
2014), les progéniteurs marqués a E12-E14 produisent des neurones ou de la glie
mais pas les deux et que les lignages neuronaux et gliaux divergent ainsi avant ces
stades développementaux (Grove et al., 1993; Luskin et al., 1988; McCarthy et al.,
2001). D’autre part, les résultats provenant des injections rétrovirales ont généré des
controverses toujours d’actualité : la potentialité des progéniteurs gliaux postnataux a
générer a la fois des astrocytes et des oligodendrocytes est ainsi considérée nulle
(Luskin, 1993; Luskin and McDermott, 1994) ou significative (15% des progéniteurs)
(Levison and Goldman, 1993), suggérant une possible coexistence de progéniteurs
bipotents et restreints (voir la revue de Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Par
ailleurs Luskin et ses collégues montrent une différence d’organisation entre les
clones neuronaux, agencés en colonnes traversant les différentes couches
corticales, et les clones gliaux, avec des orientations plus variables (Luskin et al.,
1988). D’autres études montrent également que ces clones neuronaux sont
composeés de cellules pouvant migrer le long de fibres radiaires différentes (Walsh
and Cepko, 1988) et méme se disperser tangentiellement sur plusieurs centaines de
micrometres (Walsh and Cepko, 1993). C’est aussi grace aux injections rétrovirales
que les progéniteurs de la zone sous ventriculaire postnatale ont été montrés donner
naissance a des interneurones migrant jusqu’au bulbe olfactif (voir la revue
d'Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002) et a des précurseurs gliaux se
différenciant en astrocytes et en oligodendrocytes dans les substances grises et
blanches (Levison and Goldman, 1993; Parnavelas, 1999; Marshall and Goldman,
2002).
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Ce type de stratégie a été utilisé plus récemment avec des injections de
rétrovirus codant la GFP dans les progéniteurs corticaux situés dans la paroi des
ventricules latéraux murins pour montrer que les neurones issus des cellules de la
glie radiaire via des divisions symétriques et asymétriques (Noctor et al., 2004)
établissent des unités radiaires dans le néocortex (Noctor et al., 2001) de 4 a 6
cellules (Yu et al., 2009). L'imagerie en temps réel sur tranches montre également
que ces mémes cellules de glie radiaire se différencient ensuite en astrocytes
(Noctor et al., 2004, 2008).

Les analyses clonales par injections virales présentent un certain nombre de
désavantages : avec quelques clones marqués au maximum par animal, tres
éloignés les uns des autres, elles obligent notamment les expérimentateurs a utiliser
un grand nombre d’animaux et occultent trés probablement les phénoménes rares.
D’autre part, méme [I'utilisation de titres bas de rétrovirus contenant un gene
rapporteur ne peut pas exclure la possibilité que deux progéniteurs voisins de la zone
ventriculaire soient infectés et générent ainsi des analyses clonales biaisées. De
méme, des dispersions importantes de cellules issues d’'un seul clone pourraient
aboutir a linterprétation erronée qu’il s’agirait de plusieurs clones. Des analyses
clonales plus fiables nécessitent de faire appel a d’autres marqueurs, facilement
identifiables, et permettant surtout de marquer de maniere stable et claire plusieurs

clones voisins.

4.2.2.Les stratégies multiclonales

Les analyses multiclonales ont été développées afin de marquer plusieurs
progéniteurs au sein d’'un méme environnement (région cérébrale) pour visualiser les
phénomeénes rares, atténuer la variabilité et diminuer le nombre d’animaux utilisés.
Plusieurs techniques permettent de marquer des clones multiples de maniére
distincte : les barcodes et les techniques multicolores.

42.2.1. Les barcodes

L'utilisation de vecteurs viraux avec des titres extrémement bas contenant des
étiquettes composées de séquences d’oligonucléotides pouvant étre discriminées
par réactions en chaine par polymérase (PCR) sur cellules uniques a commencé il y
a plus de vingt ans (Walsh and Cepko, 1992, 1993; Cepko et al., 1995). Depuis, des

banques de rétrovirus ont été créées contenant jusqu’a 10° séquences de 24 paires
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de bases : les barcodes. Grace au grand nombre de marqueurs distincts, la méthode
peut étre appliquée sur des organismes entiers comme le poisson zebre (McKenna
et al., 2016). En combinant des barcodes associés a des protéines fluorescentes et
des marqueurs immunohistochimiques, il devient possible d’imager les cellules
fluorescentes, donc infectées par les injections rétrovirales, pour enregistrer leurs
positions et identités cellulaires avant de récupérer l'information clonale par
microdissection laser et PCR. Des cartes en trois dimensions regroupant les
informations clonales, morphologiques et spatiales des cellules fluorescentes
peuvent ainsi étre construites. Cette stratégie a notamment permis de montrer que
les interneurones clonalement reliés peuvent se disperser largement a travers des
aires fonctionnelles et structurelles variées suggérant des mécanismes migratoires
indépendants de leur origine clonale (Harwell et al., 2015; Mayer et al., 2015).
Cependant des phénoménes d’extinction de géne et d’absence de détection des
barcodes par PCR pouvant aller jusqu’a 40% des cellules microdisséquées (Harwell
et al., 2015) peuvent biaiser les analyses clonales. D’autres marqueurs multiclonaux
ont été développés, avec notamment les techniques multicolores permettant de
visualiser des clones voisins, y compris en temps réel, compatibles avec |'utilisation

de lignées transgéniques et ne requérant ni injections virales ni microdissection.

4.2.2.2. Les techniques multicolores

Les marqueurs multicolores, comprenant deux marqueurs ou plus sont de plus
en plus utilisés pour le suivi du lignage cellulaire (Kretzschmar and Watt, 2012).

Les techniques bicolores

Les analyses mosaiques avec des doubles marqueurs vert et rouge (MADM)
ont été utilisées pour la premiere fois pour caractériser la contribution de
progéniteurs individuels aux différentes couches du cortex cérébelleux (Zong et al.,
2005). D’autres techniques bicolores ont également été développées : la souris
mT/mG Cre-dépendante et doublement fluorescente exprimant la Tomato a la
membrane avant excision conditionnée par la Cre et la GFP a la membrane aprés
excision (Muzumdar et al., 2007) ; des marqueurs combinant LacZ, la GFP et des
systemes de recombinaison (Nystul and Spradling, 2007; Yamamoto et al., 2009) et
également des injections d’'une combinaison de deux vecteurs viraux contenant la
GFP et la RFP (Costa et al., 2009). Aujourd’hui cependant, c’est la technique MADM
qui prédomine avec en perspective beaucoup de possibilités de manipulations
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Figure 22. La stratégie de marquage mosaique bicolore MADM.

Section 61

Cre-Mediated
Recombination

+/- Double Labeling

[ Clones with glia
[ Clones without glia

1007

-]
(=]

Percentage of asymmetric
neurogenic clones with glia (%)

o

(a) La recombinaison en phase G2, suivie de la ségrégation X, génere des cellules marquées
individuellement au génotype altéré si la cellule d'origine est hétérozygote pour une mutation
d'intérét. La recombinaison en phase G2 suivie de la ségrégation Z génére des cellules incolores ou
bicolores sans altération du génotype. (b) La recombinaison survenant dans les cellules en phase G1
ou postmitotiques (G0) génere des cellules bicolores sans altération du génotype. (d’aprés Zong et
al., 2005) (c) Reconstruction 3D de clones prolifératifs asymétriques dans le cortex cérébral murin
générés dans des souris Emx1-CreER"?/MADM. Ces clones contiennent en moyenne 8-9 cellules.
(d) Clone a P21 issu d’un progéniteur ciblé a E10 sur deux coupes adjacentes. Comme 1/6 clones
issus de divisions neurogéniques asymétriques, il contient des neurones pyramidaux et de la glie.

(d’apres Gao et al. 2014)
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genétiques permettant d’explorer les fonctions de multiples génes d’intérét (Beattie et
al., 2017).

La méthode tire parti du systeme de recombinaison mitotique inter
chromosomique Cre/Lox (Zong et al., 2005). Elle repose sur deux génes marqueurs
réciproquement chimériques qui ont été insérés par recombinaison homologue au
niveau de loci identiques sur des chromosomes homologues (Figure 22a). Chaque
géne chimérique contient une partie des séquences codantes de la GFP et de la
RFP séparées par un site Lox. Lors de la phase G2 du cycle cellulaire, la Cre,
introduite séparément, par croisement avec une lignée transgénique Cre ou Cre
inductible par exemple, peut induire une recombinaison entre les sites Lox,
restaurant la fonctionnalité des cassettes d’expression de la GFP et de la RFP. A la
fin de la mitose, plusieurs options sont possibles : la ségrégation des chromatides
sceurs se fait dans deux cellules filles différentes, aboutissant a 'expression de I'une
des deux protéines fluorescentes (une cellule verte et une cellule rouge), ou bien la
ségrégation se fait dans la méme cellule fille, générant une cellule fille non capable
d’exprimer l'une ou lautre protéine fluorescente, et une exprimant les deux
marqueurs (une cellule incolore et une cellule jaune). La recombinaison peut
également avoir lieu en GO, en G1 ou dans des cellules post-mitotiques avec
restauration de la GFP et de la RFP (cellule jaune). Un des chromosomes peut par
ailleurs contenir une mutation d’intérét, éloignée du site d’insertion par recombinaison
homologue. Les processus successifs de recombinaison et de ségrégation peuvent
donc générer des cellules homozygotes (sauvages ou mutantes) ou hétérozygotes
pour la mutation en question, rendus visibles grace a I'expression des protéines

fluorescentes associées.

La stratégie MADM permet donc a la fois de marquer des cellules de maniere
clonale, puisque les cellules générées successivement aprés la recombinaison
conservent les marqueurs des deux cellules filles d’origine, et d’effectuer des
inactivations de génes dans ces clones. Elle a été utilisée pour étudier le réle des
alléles maternels et paternels de certains genes sur le développement cellulaire avec
la création de disomies uniparentales (Hippenmeyer et al., 2013), identifier la cellule
d’origine des gliomes comme étant un précurseur d’oligodendrocytes (Liu et al.,

2011), ainsi qu’étudier la migration et la dispersion neuronales dans le cortex
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cérébral (Hippenmeyer et al.,, 2010) et depuis les éminences ganglionnaires
médianes (Mayer et al., 2015).

Cette technique a par ailleurs permis d’étudier finement le développement
cortical a partir des cellules de la glie radiaire, grace a sa résolution clonale (Gao et
al., 2014). Les auteurs de cette étude montrent ainsi grace a des croisements de
souris MADM avec des souris Nestin-CreER™ (Imayoshi et al., 2006) ou Emx1-
CreER'? (Kessaris et al., 2006) qu’a partir de la phase neurogénique, ciblée grace a
des injections de doses tres faibles de tamoxiféne pour garantir un marquage épars,
les cellules de glie radiaire individuelles produisent en moyenne 8 a 9 neurones
distribués sur toute I'épaisseur corticale suggérant une production neuronale en
unités radiaires, avec toutefois des formes clonales et dispersions variables (Figure
22b). De plus les observations des proportions de cellules vertes et rouges dans les
clones bicolores montrent une majorité de clones issus de divisions symétriques
prolifératives a E10, diminuant progressivement vers une totalité de clones issus de
divisions neurogéniques asymétriques a E13. lls montrent également qu’1/6 de ces
cellules de glie radiaire neurogéniques générent aussi des cellules gliales (Figure 22¢),
incluant astrocytes et oligodendrocytes, mais qu’aucune n’est exclusivement
spécifique des cellules gliales et que plus les clones sont grands, plus ils ont de
chance de contenir de la glie. Un autre aspect intéressant de cette étude est la
caractérisation de l'origine de ces cellules grace a I'analyse de leur couleur : ainsi
dans le cas des clones asymétriques neurogéniques, les cellules gliales partagent
toujours la couleur de la majorité des neurones, indiquant une transition gliogénique
a la fin de la neurogenese, et une division neurogénique terminale de la cellule

progénitrice restante.

La méthode MADM et notamment cette derniere étude ont accru notre
compréhension du développement cortical. En revanche, ces travaux n’ont abordé
que superficiellement la gliogenese corticale, et n’apportent pas d’éléments
nouveaux permettant de mieux comprendre 'organisation clonale des astrocytes et
leur évolution au cours du temps. Une limite supplémentaire a la démocratisation de
la stratégie MADM est la nécessité d’utiliser un grand nombre d’animaux pour obtenir
un nombre de clones suffisant pour les analyses statistiques requises. De plus,
MADM porte sur I'analyse de clones uniques et ne permet pas de renseigner sur la

stéréotypie de comportement de plusieurs clones voisins, et leurs éventuelles
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Figure 23. La stratégie multicolore Brainbow.

(a-b) Dans Brainbow-1.0, des paires incompatibles de sites lox s’alternent: la Cre choisit entre les
événements d’excision 1 ou 2. Avant I'action de la Cre, seul le géne suivant le promoteur est exprimé
(RFP). La recombinaison permet I'expression de la YFP (1) ou de la M-CFP (2) ici testé dans des
cellules HEK transfectées avec CMV-Brainbow-1.0. (c-d) Dans Brainbow-1.1, une troisieme paire de
sites lox incompatibles (loxN) est ajoutée, créant trois possibilités de recombinaison (1, 2 ou 3), en
passant de I'expression de I'OFP a I'expression de la RFP, YFP ou CFP. (e-f) Dans Brainbow-2.0, |la
Cre déclenche l'inversion d'un segment d'ADN flanqué de sites loxP dans une orientation opposée.
Dans 50% des cellules, linversion devrait se terminer par une orientation antisens et changer
I'expression du gene. (g-h) La construction Brainbow-2.1 contient deux segments d'ADN inversables
en tandem. Les événements de recombinaison d'inversion (i — iii) et d'excision (iv, v) créent quatre
possibilités d'expression. (i-j) Dans la lignée Thy1-Brainbow-1.1 M, les astrocytes sont marqués avec
trois protéines fluorescentes différentes et remplissent le cerveau de maniére continue dans le cortex
et s’entremélent dans le colliculus.

Barres d’échelles : a-i : 50 um ; j :10 um. (d’aprés Livet et al., 2007)

intercalations. Pour aborder ces aspects développement, il est donc nécessaire de
se tourner vers les stratégies multicolores.

Les techniques multicolores

Le suivi du lignage cellulaire a pris de I'ampleur avec l'avénement des
stratégies d’ingénierie génétiques reposant sur une combinatoire de marqueurs
fluorescents dérivés de la GFP. La stratégie Brainbow a en particulier ouvert la voie
aux études multicolores a grande échelle (Livet et al., 2007) (Figure 23). Utilisant le
systéme de recombinaison Cre/Lox et ses mécanismes d’excision et/ou d’insertion
d’ADN dépendant de la configuration de paires de sites lox incompatibles intercalant
des séquences codant des protéines fluorescentes distinctes (initialement 3, RFP,
CFP et YFP), cette stratégie permet d’exprimer de maniére stochastique et a
fréquences égales une combinatoire de marqueurs colorés résultant de I'expression
d’'une ou plusieurs protéines fluorescentes distinctes (en fonction du nombre de
copies du transgene Brainbow présents dans la cellule cible). Brainbow-1 utilise
I'excision par la Cre entre des paires de sites lox incompatibles alternés pour créer
un événement recombinatoire au hasard tandis que dans Brainbow-2, la Cre inverse
des segments d’ADN délimités par des sites loxP en configuration opposée et
positionnés en tandem pour générer plusieurs possibilités de recombinaison. Le
marquage est stabilisé par des constructions empéchant d'effectuer des
recombinaisons supplémentaires dans Brainbow-1 (perte du site lox) ou I'utilisation

de Cre a action transitoire qui s’excise elle-méme (Silver and Livingston, 2001) dans
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Brainbow-2. La palette de couleurs dépend ensuite du nombre de copies des
transgénes (jusqu’a 10 combinaisons distinctes avec 3 copies contenant chacune 3
proteéines fluorescentes), de I'efficacité et de la durée de la recombinaison mais aussi
du promoteur utilisé. La technique a été utilisée pour visualiser des neurones
adjacents et reconstruire plusieurs centaines d’axones voisins et leurs multiples
contacts synaptiques dans un volume réduit mais aussi pour analyser les interactions
gliales et en particulier pour montrer le réseau continu et non chevauchant des
astrocytes corticaux (Livet et al., 2007). Depuis, de nombreux groupes ont tiré parti
de cet outil puissant pour suivre I'organogenése, le lignage cellulaire et tracer des
axones pour ne citer que les principales applications, dans de nombreuses especes
différentes (voir la revue de Weissman and Pan, 2015).

Basée sur un transgene de type Brainbow 2.1 sous promoteur CAGG et
intégré au locus Rosa26 (pour une expression ubiquitaire constitutive), la souris
Confetti permet quant a elle I'expression stochastique de quatre protéines
fluorescentes (GFP nucléaire, YFP, RFP et CFP) aprés recombinaison (Snippert et
al., 2010) (Figure 24). Utilisée essentiellement dans des études de lignage des cellules
souches de [I'épithélium intestinal mais aussi dans d’autres structures, cette
technique a également permis d’effectuer des analyses clonales d’astrocytes aprés

TCERT2 avec des souris R26R-Confetti

Iésion corticale en croisant des souris GLAS
(Bardehle et al., 2013). Les auteurs de cette étude montrent que le recrutement
d’astrocytes aprés une Iésion corticale repose uniquement sur une prolifération trés
localisée. lls observent par ailleurs des doublets unicolores, synonymes de division
cellulaire, au niveau de la lésion aprés injection de tamoxifene, mais pas en
I'absence de lésion. Avec un nombre de couleurs limité, cette approche peut donc
étre utilisée dans des tissus a faible dispersion cellulaire tridimensionnelle ou des

tissus essentiellement en deux dimensions comme I'épithélium intestinal.

L’ensemble de ces méthodes transgéniques offre la possibilité d’étudier des
aspects connectomiques (étude des connexions neuronales), le lignage global et des
phénomenes prolifératifs isolés mais pour parvenir a identifier des progéniteurs
voisins et leur descendance en milieu densément marqué, le nombre de marqueurs
doit étre augmenté. Des méthodes multicolores basées sur I'électroporation in vivo
de multiples transgénes contenant chacun la séquence d’'une protéine fluorescente

différente, encadrés par des séquences de transposition et adressés a différents
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Figure 24. Analyses multiclonales avec la souris Confetti.

(a) Brainbow2.1 codant quatre protéines fluorescentes (Livet et al., 2007) a été inséré dans le locus
Rosa26 pour obtenir la souris R26R-Confetti par knock-in, sous le contréle du promoteur ubiquitaire
CAGG. Un site LoxP et une cassette de résistance a la néomycine ont également été insérés. (b)
Sous activation de la Cre, la cassette néomycine est excisée et les recombinaisons de Brainbow?2.1
permettent I'expression aléatoire de la GFP nucléaire, la CFP membranaire ou les RFP et YFP
cytoplasmiques. (c-d) La lignée R26R-Confetti donne un marquage multicolore dans de multiples
tissus. Barres d’échelles : 50 pm sauf pour le pancréas, les reins et le foie : 100 um (d’aprés Snippert
et al., 2010) (d) Marquage de doublets unicolores de source clonale et issus de divisions cellulaires se
produisant aprés une lIésion corticale grace aux souris transgéniques GLAST/Confetti. Barres
d’échelles : b:100 um ; b’-d : 20 um. (d’aprés Bardehle et al., 2013)
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compartiments subcellulaires ont depuis été publiées : StarTrak (Garcia-Marqués
and Lépez-Mascaraque, 2013; Martin-Lépez et al., 2013; Garcia-Marqués et al.,
2014; Parmigiani et al., 2015; Figueres-Onate et al., 2016; Garcia-Marqués and
Lépez-Mascaraque, 2017) et CLoNe (Garcia-Moreno et al., 2014; Vasistha et al.,
2015). Ces méthodes permettent de marquer des cellules progénitrices et leur
descendance avec des marqueurs combinatoires multiples (dans le noyau et dans le

cytoplasme).

La méthode StarTrack (Figure 25a) montre notamment dans une premiére
étude des clones corticaux presque exclusivement protoplasmiques ou fibreux (Figure
25b), suggérant qu’ils sont générés par des progéniteurs indépendants, mais aussi
que les clones situés a proximité de la surface piale sont homogenes a 87.3%, avec
un seul sous-type d’astrocyte pial (50.7%) ou protoplasmique (36.6%) représenté.
Les auteurs concluent a I'existence de cellules progénitrices spécialisées pour I'un ou
l'autre de ces sous-types d’astrocytes (Garcia-Marqués and Lopez-Mascaraque,
2013). Cependant, I'’étude utilise pour I'analyse des clones une limite arbitraire de
dispersion maximale de 300 um et pour le marquage le promoteur GFAP pour
contréler I'expression de la protéine fluorescente rapportrice, qui n’est pas exprimé
de maniére homogéne dans tous les astrocytes corticaux et donc ne ciblerait pas la
totalité des astrocytes. Ces deux parametres peuvent biaiser les analyses clonales
avec une sous-estimation du nombre de cellules et de sous-types générés par clone.
Avec cette stratégie, le méme groupe montre d’'une part que les clones d’astrocytes
répondent aux Iésions corticales de maniére distincte en termes d’hypertrophie
réactive et de prolifération (Martin-Lépez et al., 2013), et confirme le lignage commun
entre neurones et astrocytes d’autre part (Figueres-Onfate et al.,

Figure 25. Stratégies d'analyses multiclonales StarTrack et CLoONE.

(a) La stratégie StarTrack utilise de multiples transgénes (12) encadrés par des séquences de
transposition PiggyBac codant pour des protéines fluorescentes variées, sous contréle du promoteur
GFAP et adressées au noyau ou au cytoplasme. (b) Marquage multicolore et combinatoire
d’astrocytes corticaux murins par électroporation in utero des marqueurs StarTrack et de leur
transposase associée, la PiggyBac-ase. (d’aprés Garcia-Marqués and Lopez-Mascaraque, 2013) (c)
Le marquage clonal avec CLoNE est basé sur un assemblage de trois différents types de vecteurs :
marquage par expression de protéines fluorescente — cible utilisant la recombinase Cre sous
promoteur spécifique — et intégration par transposase. 12 plasmides codant des protéines
fluorescentes différentes sont utilisés pour marquer durablement les progéniteurs et leur descendance
dans différents compartiments subcellulaires. (d) CLoNE permet de détecter des clones gliaux
organisés en clusters plus ou moins dispersés a P15 via électroporation in utero des vecteurs CLONE
sous contréle du promoteur Emx2. (d’aprés Garcia-Moreno et al., 2014)
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2016). La méthode CLoNE quant a elle a la particularité de dépendre d’un systéme
de recombinaison Cre/Lox (Figure 25c) et montre, avec l'utilisation d’'une Cre sous
promoteur Emx7, un marquage astrocytaire dans le cortex cérébral avec une
organisation en clusters ou plus dispersée, sans proposer d’analyses plus
exhaustives (Garcia-Moreno et al., 2014) (Figure 25d).

Dans la pratique, les deux stratégies Startrack et CLONE présentent une
limitation technique importante : avec plus d’une copie des transgénes intégrées et
donc le mélange des signaux fluorescents, la distinction de protéines fluorescentes
dont les spectres d’excitation et d’émission sont proches voire chevauchants (GFP-
YFP ou mKO-mCherry par exemple) est impossible si I'on veut pouvoir garder une
large gamme de collection des longueurs d’ondes d’émission, et en particulier si i)
I’'excitation est simultanée, ce qui fait gagner du temps en imagerie et si ii) le nombre
de copies intégrées est variable, ce qui est le cas avec les électroporations in vivo,
entrainant des disparités d’intensité du signal plus difficiles a gérer en imagerie.
L’interprétation des résultats utilisant ces stratégies est sujette a caution et il est donc
nécessaire de se tourner vers une stratégie de marquage permettant d’augmenter le
nombre de marqueurs facilement distinguables de maniere non ambigle par
imagerie en utilisant pour cela un nombre restreint de protéines fluorescentes
distinctes et un promoteur le plus ubiquitaire possible pour éviter des biais dans

I'expression des protéines rapportrices.

Dérivés de la stratégie Brainbow 1.1, les transgénes multicolores intégratifs
MAGIC Markers (Loulier et al., 2014) ont pour objectif de maximiser le nombre de
marqueurs disponibles permettant de distinguer sans ambiguité plusieurs clones
voisins. Les stratégies MAGIC Markers reposent sur I’expression de quatre protéines
fluorescentes distinctes placées sous contréle du promoteur ubiquitaire CAG (Hitoshi
et al., 1991) et présentant des spectres d’excitation et d’émission optimaux pour la
récupération et la séparation du signal (Figure 26a). Le marquage combinatoire obtenu
apres recombinaison aléatoire des protéines fluorescentes est stable et transmis au
cours des divisions cellulaires grace aux séquences de transposition Tol2 ou
PiggyBac flanquant les transgenes et permettant leur intégration au génome des
cellules (Sato et al., 2007; Lacoste et al., 2009; Yoshida et al., 2010). De plus la
densité et le stade de déclenchement (par électroporation in utero) du marquage sont

contrélés par I'expérimentateur qui définit a sa convenance la concentration
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Figure 26. Les transgénes multicolores MAGIC Markers.

(a) Les MAGIC Markers expriment par défaut 'TEBFP2 nucléaire sous le contréle du promoteur CAG.
Trois possibilités de recombinaisons sont créées par des paires alternées de sites lox incompatibles,
chacune déclenchant I'expression d'une protéine fluorescente distincte : mCerulean/mTurquoise2
(mCeru/mTq2), mEYFP, or tdTomato/mCherry. Les séquences de transposition 5" et 3' Tol2 (T2) ou
PiggyBac (PB) encadrent les transgénes pour les intégrer au génome. (b) Différentes versions des
transgénes permettent d’adresser les protéines fluorescentes a différents compartiments
subcellulaires : le cytoplasme (Cytbow), le noyau (Nucbow), la membrane (Palmbow) et les
mitochondries (Mitbow), visibles par électroporations in ovo dans la moelle épiniére de poulet ou in
utero dans le cortex cérébral murin (c). (d) La palette de combinaisons de couleurs obtenue avec
I'utilisation de "?Cytbow et “Nucbow dépend du nombre de copies des transgénes présents dans la
cellule. (e) Le transgéne LGNbow, dérivant de “Nucbow contient une cassette cyan modifiée qui
exprime la forme dominante négative de LGN associée & mCerulean, grdce a une séquence
peptidique de clivage 2A. L’électroporation de "LGNbow dans les progéniteurs corticaux montre que
la perturbation de l'orientation du fuseau mitotique (cellules bleues) favorise la production de glie
radiaire externe par rapport a la glie radiaire apicale. Barres d’échelles : (c) haut : 50 um ; (c) bas : 40
um ; (e) 70 um. (d’apres Loulier et al., 2014)
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plasmidique (densité de marquage) et le stade d’activation de la Cre (par
électroporation in utero ou croisement de souris transgéniques et/ou injection de
tamoxiféne). Plusieurs versions des transgénes ont été générées en fonction de
I'adressage des protéines fluorescentes a différents compartiments cellulaires (Figure
26b-c) : la membrane (Palmbow), les mitochondries (Mitbow), le cytoplasme (Cytbow)
et le noyau (Nucbow) dont I'expression combinatoire augmente encore le nombre de
marqueurs possibles (Figure 26d). Les transgénes MAGIC Markers expriment par
défaut 'EBFP2 nucléaire dans les ultraviolets (Ai et al., 2007) en absence de
recombinaison, puis, aprés recombinaison, les orange-rouge tdTomato ou mCherry
(Shaner et al., 2004), le jaune mEYFP (Zacharias et al., 2002), ou les cyans
mCerulean (Rizzo et al., 2004) ou mTurquoise2 (Goedhart et al., 2012), laissant le
rouge lointain disponible pour des marquages immunohistochimiques. En utilisant,
les stratégies MAGIC Markers qui permettent de marquer efficacement et
distinctement des progéniteurs corticaux voisins et leur descendance neuronale et
gliale, 'équipe a par ailleurs montré de maniére préliminaire que deux sous-types
d’astrocytes, protoplasmique et pial, ont un progéniteur commun (Loulier et al., 2014)
(Figure 26€). De plus, la technique est compatible avec des analyses fonctionnelles
permettant de créer des perturbations génétigues mosaiques en associant des
formes dominantes négatives ou constitutivement actives de protéines candidates

avec 'une des protéines fluorescentes rapportrices (Loulier et al., 2014) (Figure 26f).

Un des enjeux de I'étude du développement du réseau astroglial du stade
progéniteur aux stades matures chez la souris par des stratégies de lignage
multicolore est un challenge technologique. En effet, il s’agit d’imager une trés
grande structure, le cortex cérébral, contenant des cellules dont la dispersion est mal
connue (les astrocytes) et qui sont elles-mémes volumineuses (jusqu’a une centaine
de micrométres de diameétre). Ce cortex cérébral est parsemé de cellules
multicolores, retrouvées en environnement dense ou épars, exprimant une
fluorescence endogéne qui doit étre conservée et dont les longueurs d’ondes
d’excitation et d’émission correspondant aux différentes protéines fluorescentes
doivent étre discriminées de maniére optimale. L'imagerie d’échantillons corticaux
comprenant des astrocytes marqués de maniére multicolore doit donc répondre a

des problématiques d’imagerie en couleurs et en grand volume.
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5. Imagerie multicolore

Depuis la démocratisation de [l'utilisation de marqueurs fluorescents, la
microscopie optique a fluorescence n’a cessé de s’améliorer. Elle permet de
visualiser des cellules ou des éléments intracellulaires marqués dans des tissus
vivants ou fixés, de les suivre en temps réel et de détecter leurs potentielles
interactions. Cependant, le contraste et la résolution offerts par cette technique
diminuent avec la profondeur en raison des signaux provenant de I'extérieur du plan
focal et les échantillons illuminés intensément sur une longue durée risquent un
photoblanchiment et une phototoxicité des fluorochromes. Parmi les stratégies
permettant de s’affranchir de ces inconvénients figurent entre autres les
microscopies confocale et biphotoniques, mais aussi la moins conventionnelle
microscopie a feuille de lumiére.

5.1. Imagerie confocale

En microscopie optique a fluorescence classique, le signal émis par le plan
focal, net, se perd dans le signal émis par les plans adjacents, flous. Elle est donc
inadaptée aux échantillons épais. En revanche, la microscopie a balayage laser
utilise une source de lumiére a faisceaux laser (et non plus une lampe) ainsi qu’un
diaphragme pour rejeter la lumiére ne provenant pas du plan focal (Pawley, 2006).
En déplacant I'’échantillon, I'imagerie d’'une série de plans focaux successifs permet
donc d’obtenir aprés empilement une image nette en trois dimensions. Le choix des
lasers permet de contrdler les longueurs d’ondes d’excitation, correspondant a celles
des protéines fluorescentes d’intérét, et des filtres adaptés permettent de détecter les
différents signaux avec des photo-multiplicateurs (PMTs), ou plus récemment avec
des photo-détecteurs hybrides (gallium arsenide phosphide ou GaAsp (Fukasawa et
al., 2008)). L’intensité lumineuse est mesurée et numérisée selon la position du laser
dans le champ imagé pour obtenir une image numérique en niveaux de gris qui sera
ensuite artificiellement colorée, permettant ainsi de superposer les images obtenues

de maniere séquentielle avec différents fluorochromes.

Avec leurs protéines fluorescentes aux spectres d’excitation et d’émission bien
distincts (Figure 27), et l'utilisation d’'un microscope confocal avec des lasers et des
filtres appropriés disponible et utilisé en routine au laboratoire, la méthode de

marquage multicolore MAGIC Markers permet d’imager et de tracer efficacement le
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lignage de progéniteurs neuraux multiples (Loulier et al., 2014). Cependant, si
'imagerie confocale permet d'imager des échantillons biologiques vivants ou fixés a
trés haute résolution (quelques centaines de nanometres), la taille du diaphragme
étant tres inférieure a cellule du champ a imager, un balayage point par point est
nécessaire pour obtenir une image du champ en question. Cela a pour conséquence
une résolution temporelle limitée et des risques de photoblanchiment. D’autre part,
les éléments biologiques ont généralement des coefficients d’absorption élevés dans
les champs du visible et des ultraviolets, limitant la profondeur de pénétration a
quelques dizaines de micrometres (Wimmer and Moller, 2010). L'utilisation de
milieux de montage adaptés, avec un indice de réfraction idéal (1,45), et
transparisants, tels que le Vectashield, utilisé au laboratoire (Vector Laboratories)
permet d’étendre cette pénétration jusqu’a 80 — 100 um tout en préservant les
protéines fluorescentes et les fluorochromes du photoblanchiment. Si cette méthode
d’'imagerie, couplée a des analyses sur coupes sériées mises bout a bout peut
permettre d’effectuer des analyses clonales en volume, en conservant la possibilité
d’utiliser des marqueurs immunohistochimiques (dont I'’épaisseur de pénétration est
limitée), l'imagerie de volumes continus nécessite de faire appel a d’autres

stratégies, telles que la microscopie biphotonique ou a feuille de lumiere.

5.2. Imagerie biphotonique

Développée en 1990 (Denk et al., 1990), la microscopie biphotonique
remplace I'excitation par absorption d’'un photon des lasers continus par I'excitation
par absorption de deux photons simultanément des lasers femtoseconde. Il s’agit
d’'un systéme d’optique dit “non linéaire”. Les deux photons vont combiner leurs
energies pour exciter des molécules telles que les protéines fluorescentes qui vont
réémettre un seul photon. Les événements ainsi produits ne peuvent intervenir que la
ou la lumiére est concentrée dans I'espace et dans le temps, c'est-a-dire dans le plan
focal de I'objectif du microscope : la lumiére d’excitation diffusée ne produit pas de
bruit de fond, méme en profondeur, jusqu’a environ 500 um. Ces événements vont
pouvoir étre balayés sur un plan pour obtenir une image avec une résolution
micrométrique. La focalisation et I'imagerie sur plusieurs plans successifs permet
ensuite d’obtenir une image tridimensionnelle d’échantillons de l'ordre du demi

millimétre d’épaisseur, soit bien plus qu’en microscopie confocale (linéaire).

Cette technique a été utilisée avec succés sur des échantillons multicolores
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Figure 27. Spectres d'excitation et d'émission des flurophores associés aux MAGIC Markers.

Spectres d'excitation (a) et d'émission (b) des protéines fluorescentes et fluorophores associés aux
MAGIC Markers : ultraviolet, cyan, jaune, rouge et infrarouge, ainsi que les longueurs d’ondes
d’excitation et filtrées avec notre dispositif d'imagerie confocale. (c) Longueurs d’ondes filtrées. Sont
représentés ici DAPI, CFP, YFP, DsRed et [I'Alexa Fluor 647. (images modifiées
d’apres ThermoFisher SpectraViewer)
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prépares par I'équipe dans le cadre d’une collaboration avec I'’équipe d’Emmanuel
Beaurepaire (Ecole polytechnique, Palaiseau) (Mahou et al., 2012) (Figure 28).
L’excitation simultanée de trois protéines fluorescentes différentes est obtenue grace
a la superposition spatio-temporelle dimpulsions femtosecondes infrarouges
synchronisées a des longueurs d’ondes distinctes (850 et 1100 nm pour exciter le
bleu et le rouge). La synchronisation de ces deux impulsions (850 et 1100 nm) donne
accés a une troisieme longueur d’'onde d’excitation “virtuelle” (959 nm) adaptée a
'excitation des protéines fluorescentes jaunes et vertes, permettant ainsi de
visualiser des échantillons multicolores fixés ou vivants, de segmenter les cellules et
d’effectuer des analyses colorimétriques (Mahou et al., 2012; Loulier et al., 2014
Abdeladim et al., en révision). Par rapport a d’autres stratégies biphotoniques telles
que l'excitation de multiples fluorochromes avec une seule longueur d’onde ou
lillumination séquentielle a trois longueurs d’onde (Lansford et al., 2001; Dunn et al.,
2002), celle-ci présente I'avantage de pouvoir contrOler de maniere efficace et
indépendante la puissance des trois signaux et de réduire les temps d’acquisition.
Cette stratégie peut également étre adaptée a l'imagerie a feuille de lumiére, qui
présente surtout 'avantage d’aller au-dela de la limite des 500 um d’épaisseur, avec

des temps d’acquisition largement diminués.

5.3. Imagerie a feuille de lumiere

L’imagerie a feuille de lumiére répond a des enjeux, entre autres, de vitesse
d’'imagerie élevée sur champs larges, de photoblanchiment et de phototoxicité limités
et de bonne résolution en trois dimensions (Lemon and Keller, 2015). Idéale pour les
trés grands volumes, elle nécessite souvent que les échantillons soient rendus

transparents par divers procédés chimiques.

5.3.1.Principes de I'imagerie a feuille de lumiére

La microscopie de fluorescence a feuille de lumiére consiste a illuminer un
plan d’un échantillon perpendiculairement a I'orientation du dispositif de détection du
signal pour obtenir une image de ce plan (Girard and Forget, 2011). Un
sectionnement optique est effectué en superposant le plan focal du systéme de
detection a celui de la feuille de lumiere et des images en trois dimensions sont
obtenues en empilant les images de chaque plan. La technique est par ailleurs
compatible avec des échantillons multicolores grace a des sources de lumiere de
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Figure 28. Imagerie biphotonique multicolore par mélange de longueurs d'ondes.

(a) Dispositif d’imagerie : des impulsions provenant d'un laster femtoseconde (Ti:S) et d'un
oscillateur paramétrique optique femtoseconde (OPO) sont synchronisés avec une ligne de retard (1)
et coalignés dans un microscope. L’excitation avec des impulsions non synchronisées permet de
récupérer le signal émis par les protéines fluorescentes bleues et rouges (2PEF), ainsi que les
générations de seconde et troisieme harmonique (SHG et THG). (b) La synchronisation par
impulsions donne en outre acces a des processus a deux faisceaux, tels que la génération de
fréquences totales (SFG) et la fluorescence a deux photons excités bicolore (2¢c-2PEF). (c) Effet du
chevauchement temporel et spatial des impulsions sur 2c-2PEF. (d) Imagerie d’'une région du
cerveau murin adulte. (e) Spectres d’excitation biphotonique des protéines fluorescentes codées par
les constructions Brainbow : mCerulean (CFP), mEYFP, tdTomato et/ou mCherry. (f) Images
multicolores extraites d’'une pile d'images de 450 ym d’épaisseur dans un cortex cérébral murin
électroporé avec les transgénes Brainbow. (g) Vue tridimensionnelle d’un volume de 900 x 720 x
370-um°® de tissu cortical multicolore imagé avec les impulsions synchronisées 850- and 1,100-nm.

91



longueurs d’onde différentes ou a un systéme d’excitation biphotonique (Mahou et
al.,, 2014). Avec un systeme de détection basé sur celui des microscopes a
épifluorescence classiques, I'imagerie, effectuée avec une caméra, est trés rapide,
ce qui présente un grand avantage sur des volumes importants et explique en partie
la popularité croissante de cette technique. Malheureusement les tissus sont
généralement opaques (diffusants et absorbants), empéchant I'éclairage et la
détection en profondeur. Cependant, une des caractéristiques principales de cette
méthode est la possibilité d’acquérir des images d’'un méme échantillon sous
différents angles et orientations d’illumination avec de multiples objectifs disposés
autour de I'échantillon, ou avec un échantillon mobile (Huisken, 2004; Huisken and
Stainier, 2007; Becker et al., 2008). Toutes les images sont ensuite fusionnées pour
améliorer la qualité du rendu en trois dimensions. En revanche, afin d'imager des
organes entiers en profondeur et non plus seulement des petits volumes ou des
coupes histologiques, rendre transparents les échantillons devient nécessaire.

5.3.2.Techniques de transparisation

Les tissus biologiques contiennent a la fois de I'eau, des protéines et des
lipides, et présentent des indices de réfraction non homogénes ce qui rend les tissus
absorbants et diffusants (Vigouroux et al., 2017). L’'imagerie en profondeur sur tissu
opaque est donc problématique (Richardson and Lichtman, 2015; Seo et al., 2016).
Pour réduire I'absorption de la lumiére, il faut homogénéiser les indices de réfractions
a lintérieur des échantillons en enlevant les lipides et en utilisant un milieu
d'immersion dont l'indice de réfraction est proche de celui des protéines. Si les
techniques permettant d’effectuer de telles modifications connaissent un formidable
essor ces derniéres années, l'idée n’est pas nouvelle puisque la premiére solution
organique de transparisation a été développée il y a plus d’un siécle (Spalteholz,

1914). Depuis les années 2000, de nombreuses méthodes ont été publiées.

Ces méthodes peuvent étre classées en deux grandes catégories (Figure 30) :
les techniques a base de solvants organiques et celles a base d’agents hydrophiles.
Les premieres regroupent le BABB (Spalteholz, 1914) et les techniques de type
DISCO (Ertiirk et al., 2012; Belle et al., 2014; Renier et al., 2014; Pan et al., 2016)
auxquelles nous avons acces au laboratoire. Cette méthode consiste a déshydrater
les échantillons dans des bains de plus en plus concentrés de tetrahydroflurane sous
agitation, puis a les délipider dans le dichloromethane et pour finir a les décolorer
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Figure 29. Microscopie a feuille de lumiére biphotonique multicolore.

(a) Dispositif optique d’'un microscope biphotonique a illumination bidirectionnelle sur plan sélectif
(2P-SPIM). Deux impulsions femtosecondes (A1 = 820-840 nm and A2 = 1,090-1,175 nm) sont
balayées verticalement aux foyers de deux objectifs a faible ouverture numérique (NA) pour créer une
ilumination bidirectionnelle. L'image est collectée par un objectif de détection orthogonale et les
composantes spectrales sont séparées spatialement sur une caméra a dispositif a transfert de charge
(EMCCD) par un séparateur d'images. (b) Imagerie biphotonique simultanée de la RFP (noyaux) et la
GFP (membranes plasmiques) dans un embryon de drosophile en phase de gastrulation montrant un
signal endogéne bleu provenant du vitellus et de la membrane vitelline. (d’aprées Mahou et al., 2014)
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dans le dibenzylether dans lequel ils seront imagés (Belle et al., 2014). Les secondes
peuvent étre divisées en plusieurs catégories : i) a inclusion en hydrogel avec
CLARITY (Chung and Deisseroth, 2013), PACT/PARS (Yang et al., 2014; Treweek et
al., 2015) et SWITCH (Murray et al., 2015) ou les échantillons sont inclus dans de
I’hydrogel et les lipides retirés avec du détergeant ou par électrophorese. L'imagerie
est ensuite réalisée dans des milieux de montages spécifiques pour homogénéiser
les indices de réfraction. Ces protocoles souvent longs et nécessitent parfois du
matériel spécifique et onéreux ; ii) en immersion simple en adaptant l'indice de
réfraction a celui de I’échantillon grace a un milieu spécifique comme le glycérol, le
2,2'-Thiodiethanol (Staudt et al., 2007) ou le fructose avec SeeDB (Ke et al., 2013;
Ke and Imai, 2014) qui consiste a incuber les échantillons dans des bains de plus en
plus concentrés de fructose (jusqu’a 80% dans la solution finale) + 0,5% a-
thioglycerol sous agitation et a température ambiante; et iii) par hyper-hydratation en
enlevant les lipides avec des détergents puis du sucrose ou de l'urée avec CUBIC
(Susaki et al., 2014, 2015) et Scale (Hama et al., 2011). Ici, Le protocole simplifié
que nous utiliserons consiste a incuber les échantillons dans 34% de N,N,N’,N-
Tetrakis(2-hydroxypropyl)ethylenediamine, 15% de triton et 51% d’eau a 37°C sous

agitation, avec renouvellement régulier de la solution.

Les techniques se sont aujourd’hui multipliées pour imager des gros
échantillons, d’organes murins aux embryons humains (Belle et al., 2017) et méme
jusqu’aux animaux entiers (comme la souris ou le rat) (Tainaka et al., 2014; Bozycki
et al., 2018). Reste a savoir lesquelles de ces techniques préservent la structure des
tissus et la fluorescence endogéne obtenue avec le marquage MAGIC Markers sur le
long terme. En effet, si certaines de ces méthodes sont considérées comme
n’altérant pas la fluorescence endogéene, cela a généralement été établi en utilisant la
GFP ou la YFP, des protéines fluorescentes beaucoup plus stables que les protéines
cyan comme mCerulean/Turquoise2 par exemple.

Grace aux différentes techniques d’'imagerie a notre disposition, confocale —
biphotonique — a feuille de Ilumiére, I'imagerie en petits et grands volumes et a
résolution subcellulaire sur échantillons de cortex cérébral multicolores non traités ou
transparisés devient envisageable, ouvrant la voie aux analyses multiclonales a
grande échelle mais dont les protocoles restent a adapter a de nombreux

parametres : volume, transparence et rigidité du tissu, longueurs d’ondes souhaitées,
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Figure 30. Méthodologie des techniques de transparisation de tissus.

Les techniques de transparisation peuvent étre classées en deux grandes catégories :

Reference
BABB Spalteholz, 1914
DISCO Ertiirk et al., 2012
Belle et al., 2014

Renier et al., 2014
Pan et al., 2016

SeeDB Ke etal., 2013
Ke and Imai, 2014

2,2' -Thiodiethanol
(Staudt et al., 2007)

CUBIC SusakKi et al., 2014
Susaki et al., 2015

Scale Hama et al., 2011

CLARITY

Chung et Deisseroth,

2013

PACT/PARS
Yang et al., 2014
Treweek et al., 2015

SWITCH Murray et al., 2015

les techniques a

base de solvants organiques et celles a base d’agents hydrophiles. Les premieres regroupent le BABB
et les techniques de type DISCO consistant a déshydrater les échantillons dans des bains de plus en
plus concentrés, puis a les délipider et pour finir a les décolorer. Les secondes peuvent étre divisées en
plusieurs catégories : i) a inclusion en hydrogel avec CLARITY, PACT/PARS et SWITCH ou les
échantillons sont inclus dans de I'hydrogel et les lipides retirés avec du détergeant ou par
électrophoreése ; ii) en immersion simple en adaptant I'indice de réfraction a celui de I’échantillon grace
a un milieu spécifique comme le glycérol, le 2,2'-Thiodiethanol ou le fructose avec SeeDB; et iii) par
hyper-hydratation en enlevant les lipides avec des détergents puis du sucrose ou de 'urée avec CUBIC

et Scale. (d’apres Richardson and Lichtman, 2015)

95



stabilité des protéines fluorescentes, et résolution nécessaire.
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Objectifs du projet

Mes travaux de thése ont pour objectif de mieux comprendre le
développement du réseau astroglial dans le cortex cérébral de souris. Il s’'inscrit dans
un contexte international ou les astrocytes ne sont plus considérés comme des
simples cellules de support et ou l'importance de comprendre leurs roles, leur
fonctionnement et leur développement, prend de [I'ampleur. En effet, si
’'hétérogénéité des astrocytes a I'échelle morphologique, moléculaire, fonctionnelle
et régionale a été largement décrite, I'origine de cette hétérogénéité et la maniére
dont le réseau d’astrocytes se construit a partir des progéniteurs corticaux suscite
encore beaucoup d’interrogations. Quelle est la contribution individuelle des
progéniteurs corticaux a la construction et a la maturation du réseau astroglial ?
L’hétérogénéité des astrocytes provient-elle de progéniteurs hétérogénes eux-
mémes ? J'aborderai ces questions en profitant des technologies développées dans
I'équipe et avec nos collaborateurs : la stratégie de marquage multicolore MAGIC

Markers et les techniques innovantes d’imagerie associées.

Dans un premier temps, je poserai les bases méthodologiques de ce travail de
thése qui repose sur I'optimisation du marquage stable des progéniteurs corticaux et
leur descendance astrocytaire avec les MAGIC Markers afin d’étudier la composition
et le positionnement des clones d’astrocytes et répondre aux questions suivantes :
combien de cellules sont générées par ces progéniteurs et avec quelle variabilité ?
Les cellules sceurs partagent-elles une identité unique et que pouvons-nous en
déduire de la potentialité de leurs progéniteurs ? Ou sont positionnées les cellules
sceurs, comment se dispersent-elles et s’agencent-elles pour former un réseau
continu et est-ce corrélé a leur dynamique de prolifération ? Comment évoluent et se
stabilisent ces clones au cours du développement a I'échelle clonale et cellulaire en

termes d’organisation et de morphologie et ces processus sont-ils dynamiques?

Une des questions qui restent en suspens concernant le développement des
astrocytes dans le cortex cérébral concerne [I'hétérogénéité de leur origine
développementale, ou en d’autres termes, la description précise des différentes
sources de progéniteurs d’astrocytes, qui pourraient étre a I'origine de I'hétérogénéité
astrocytaire observée dans le réseau mature. En effet la double contribution pré et

post-natale des progéniteurs des zones ventriculaire et sous ventriculaire est encore
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aujourd’hui controversée. Une difficulté majeure a Ila résolution de ces
problématiques est 'absence de marqueurs précoces, spécifiques et fiables des
astrocytes. Dans la seconde partie de ces travaux, je m’attacherai par conséquent a
caractériser les multiples sources de production des astrocytes corticaux avec
notamment une attention particuliére portée au facteur de transcription Olig2 qui
apparaitrait comme un candidat sérieux de marqueur précoce. D’autre part, je
m’intéresserai a la contribution postnatale des progéniteurs corticaux a la formation
du réseau astroglial afin de déterminer si cette contribution existe effectivement et
dans quelles proportions, quand elle s’achéve et comment les cellules nouvellement

généreées s’intéegrent dans le parenchyme cortical.

Le réseau astrocytaire cortical se construit progressivement grace a des
phases de prolifération, de migration et de maturation morphologique. Cependant,
contrairement aux neurones qui ont été largement étudiés, les mécanismes qui
régulent ces différents processus chez les astrocytes sont encore trés mal connus.
La troisiéme partie, composée de résultats préliminaires, s’attachera donc a explorer
les mécanismes de régulation de la mise en place du réseau astrocytaire cortical,
avec I'étude du rdle potentiel de la signalisation candidate Eph/éphrine dans ces
processus et, le cas échéant, du mode d’action de cette voie de signalisation

(autonome cellulaire et/ou non autonome cellulaire).
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PARTIE 1 : Etude de la formation du réseau astrocytaire cortical par
une stratégie d’analyse multiclonale

L’objectif de cette premiére partie est de comprendre comment le réseau
astroglial cortical se met en place chez le modéle murin a partir des progéniteurs de
la zone ventriculaire dorsale pris individuellement. Pour répondre a cette
problématique, une technique d’analyse clonale multicolore a été utilisée pour
analyser d’'une part la descendance astrocytaire de progéniteurs distincts en termes
de composition, positionnement et dispersion dans le parenchyme cortical, et d’autre
part la dynamique proliférative et la maturation morphologique des cellules sceurs au

cours du développement du cortex cérébral.

1. Marquage combinatoire clonal des astrocytes dans le cortex
cérébral murin

Les astrocytes corticaux sont générés pendant une période étendue allant de
la fin de I'embryogenése a plusieurs semaines aprés la naissance. Comment cibler
les progéniteurs dont ils sont issus de maniére individuelle avec des marqueurs
stables dans le temps et au cours des divisions cellulaires, de maniére a différencier
leurs contributions respectives au réseau astrocytaire? Dérivés de la stratégie
Brainbow (Livet et al., 2007), les MAGIC Markers (Loulier et al., 2014) et leurs
systémes de transposition offrent la possibilité d’étudier le réseau astrocytaire au

cours du développement cortical.

1.1. La stratégie de marquage multicolore MAGIC Markers

L’analyse de cerveaux murins électroporés au jour embryonnaire 13 (E13)
avec le transgéne "“Cytbow a précédemment mis en évidence la possibilité de
marquer des astrocytes a des stades postnataux dans le cortex cérébral (Loulier et
al., 2014). Ce marquage multicolore permet de suivre des progéniteurs corticaux
voisins et leur descendance respective au cours du développement grace a un code
couleur. Afin d’étudier la descendance astrocytaire de ces progéniteurs de maniére
fiable, les MAGIC Markers nucléaire ™“Nucbow et cytoplasmique "“Cytbow ont été
utilisés conjointement (Figure 31a), augmentant ainsi le nombre de combinaisons de
couleurs utilisables pour distinguer des clones voisins. La gamme de couleurs ainsi

obtenue dépend du nombre de copies de chaque transgene présentes dans une
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Figure 31. Astrocyte multicolor labeling following mouse in utero electroporation of MAGIC
Markers in cortical progenitors.

(a) MAGIC Markers constructs for integrative combinatorial labeling. (b) Theoretical color
combinations obtained with one to three transgene copies in two subcellular compartments. (c) In
utero electroporation procedure. (d) E13 and E15 mouse in utero electroporation of MAGIC Markers
labels neurons in cortical layers 2-3 and astrocytes in the whole parenchyma at both P7 and P21. (e)
Episomal compared to integrative strategy to track long term descent of cortical progenitors. (f) Control
electroporations showing no recombination without co-electroporation with Cre plasmids, and no
astrocyte labeling without transposases.

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. Dotted line: pial surface and ventricular zone.
Scale bars: 50 pm.
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cellule (Figure 31b). Dans des conditions conduisant a l'intégration de 1 a 3 copies (ou
plus), on obtient 56 combinaisons de couleurs possibles contre 7 couleurs possibles
avec le transgéne "?Cytbow seul sur la base de la présence ou I'absence de chaque
protéine fluorescente dans chaque compartiment subcellulaire. De plus, I'expression
d’au moins un exemplaire du transgéne dans le cytoplasme permet de déterminer la
morphologie de la cellule et de donner ainsi des indications sur son identité, rendant

possible I'étude du lignage astrocytaire.

1.2. Stabilité du marquage multicolore au cours du temps

Les MAGIC Markers ont été électroporés avec leurs transposases respectives
(Tol2-ase et PiggyBac-ase) et la forme auto excisable de la Cre recombinase (self
excisable Cre ou SeCre) a différents stades prénataux, E13 et E15, afin d’'observer
les populations astrocytaires issues des progéniteurs corticaux a des stades plus
tardifs : aux jours postnataux 4, 7 et 21 (P4, P7 et P21). La SeCre est utilisée pour
favoriser autant que possible une recombinaison transitoire et éviter des
recombinaisons successives susceptibles de modifier la couleur d’'une partie d’'un
clone. La méthode d’électroporation in utero consiste a injecter des solutions d’ADN
dans les ventricules latéraux des embryons puis d’appliquer un courant électrique
permettant a ’ADN de pénétrer dans les progéniteurs bordant le ventricule grace ala
formation transitoire de pores suffisamment grands pour laisser passer des
macromolécules comme I’ADN (Figure 31C). Les animaux poursuivent ensuite leur
développement normal jusqu'au stade de prélévement et d’analyse souhaité.
L’électroporation des MAGIC Markers permet de marquer efficacement les cellules
générées au temps de I'électroporation (progéniteurs et neurones) puis toutes les
cellules générées par la suite, a savoir neurones et cellules gliales, grace a deux
aspects ; premierement, les transgénes sont sous contréle du promoteur a spectre
large CAG exprimé dans la majorité des cellules neurales (Jun-ichi et al., 1989;
Hitoshi et al., 1991; Okabe et al., 1997) (Figure 31d) ; deuxiemement l'utilisation des
systemes de transposition Tol2 et PiggyBac (Lacoste et al., 2009; Sato et al., 2007;
Yoshida et al., 2010) permet I'intégration des MAGIC Markers dans le génome des
cellules ciblées grace aux séquences de transposition encadrant les transgeéenes.
Cela se traduit par une expression a long terme des marqueurs, alors que sans
systeme de transposition les plasmides sont dilués au fur et a mesure des divisions
cellulaires (Figure 31€). Le marquage provenant d’épisomes non intégrés (ou
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s’intégrant a un stade ultérieur a I'électroporation) demeure cependant présent dans
la mesure ou tous les exemplaires des plasmides électroporés ne sont pas intégrés
dans le génome des progéniteurs ciblés, mais il est restreint aux cellules nées au
temps de I'électroporation, ici des neurones pyramidaux migrant vers les couches
superficielles du cortex (Saito and Nakatsuji, 2001) (Figure 31f). Ceci explique
pourquoi ces neurones présentent un marquage intense, avec des couleurs pastel
(peu saturées), résultant de I'expression de nhombreux exemplaires des transgenes.
En revanche, les épisomes sont dilués avant la génération des astrocytes,
garantissant une analyse clonale fiable de ces derniers.

1.3. Elaboration d’une stratégie de marquage spécifique des

astrocytes
La stratégie MAGIC Markers permet d’étudier le développement du réseau

astroglial dans le cortex cérébral murin de la cellule souche au réseau mature, elle
permet donc de s’intéresser a la nature et a I'organisation des cellules générées,
sans toutefois étre spécifigue des astrocytes. Afin de s’affranchir du marquage
neuronal qui peut géner I'analyse clonale des astrocytes corticaux, mais aussi du
marquage des cellules gliales non astrocytaires dont les morphologies immatures
pourraient étre confondues avec celles des astrocytes et dont 'identification formelle
nécessite [l'utilisation de marqueurs immunohistochimiques spécifiques, une
modification des MAGIC Markers initiaux a été réalisée. Le promoteur ubiquitaire
CAG a été remplacé par le promoteur spécifique astrocytaire Gfa-ABC(1)D qui est la
forme courte du promoteur GFAP (Lee et al., 2008) (Figure 32a), a partir d'un
plasmide donné par Gilles Bonvento (Cea, Fontenay-aux-Roses). Cependant, si
I'électroporation in utero, a E13 des nouveaux transgenes présente bien un
marquage spécifique des astrocytes dans le cortex cérébral murin au terme de la
premiére semaine postnatale (Figure 32b), le nombre de combinaisons de couleurs
générées semble limité. En effet, méme en augmentant les concentrations des
plasmides (de 0,8 pg/pl a 1,56 pg/ul pour chacun des marqueurs, pour une
concentration finale maximale de 5 pg/ul de solution injectée), les astrocytes générés
sont marqués principalement en rouge, vert ou bleu, avec seulement quelques
cellules présentant des couleurs complexes, et presque aucune avec une

combinaison noyau-cytoplasme.
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(a) MAGIC Markers for integrative combinatorial labeling of astrocytes with the GFA-ABC(1)D
promoter instead of the CAG promoter. (b) In utero electroporation of (PB)GfaCytbow and
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Maximal projection of 80 um-thick sagittal section. Dotted line: pial surface. Scale bar: 200 um.
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Cette limite technique rend [l'analyse clonale difficile car réduisant
drastiquement le nombre de clones exploitables par animal. A cela s’ajoute la crainte
d’obtenir des clones incomplets, suite a la régulation différentielle du promoteur
GFAP dans les sous-types d’astrocytes observés (Bignami and Dahl, 1974; Pixley
and de Vellis, 1984; Campbell and Goétz, 2002; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009).
L’analyse clonale a donc finalement été réalisée avec la stratégie ubiquitaire
reposant sur I'expression du promoteur ubiquitaire CAG et une identification des

cellules basée sur leur morphologie.

1.4. Analyse clonale des astrocytes corticaux

Avec la co-expression des constructions nucléaire et cytoplasmique MAGIC
Markers, 56 combinaisons de couleurs comprenant au moins un exemplaire de
"2Cytbow sont possibles. Sur douze animaux électroporés a E13 ou E15, et analysés
a P7 ou P21, représentant 57535 astrocytes pointés manuellement a I'aide du logiciel
TrakEM2 pour Fiji (Cardona et al., 2012) sur des projections maximales de coupes
sagittales de 80 um d’épaisseur imagées en microscopie confocale, 50 combinaisons
de couleurs différentes ont été observées (Figure 33a-b) et inventoriées, permettant de
calculer leur fréquence (Figure 33c-d). Les résultats montrent qu’'une grande majorité

des cellules exprime uniquement un marqueur

Figure 33. Clonal astrocyte analysis following mouse in utero electroporation of MAGIC
Markers in cortical progenitors.

(a-b) Inventory of the color combinations displayed by 57535 astrocytes (n=12 animals) enables to
estimate their frequency (in %) (c). (d) Restriction of the clonal analysis to astrocytes expressing
nucleus-cytoplasm combinations found in less than 2% of labeled astrocytes. (e) Percentage of
astrocytes expressing the three different markers in the nucleus and the cytoplasm. Blue nuclei are
more rarely found than red or green nuclei and blue cytoplasms are more frequent than red or green
cytoplasms. (f) Example of unique combinations found in one animal and used to determine a
maximal distance between sister cells for clonal analysis. (g) Estimation of maximal distance between
neighboring sister cells of rare clones (displaying unique nucleus/cytoplasm color combinations)
provides a 600 um distance threshold to assess the maximal dispersion among clonally-related
astrocytes. (h) Cells belonging to a clone are defined by the presence or absence of the three markers
in their two subcellular compartments, their final color display (intensity) and a maximum distance of
600 um from one sister cell to another. (i-j) E15 in utero electroporation of MAGIC Markers in mouse
embryos results in the combinatorial labeling of astrocyte clones at P7 and P21.

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. Dotted lines: pial surface and ventricular zone.
Means + s.e.m. Scale bar: 100 pm.
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cytoplasmique, rouge, vert ou bleu, un quart contient deux marqueurs, avec des
cellules de couleur jaune, cyan ou magenta, 5% les trois marqueurs, et 17%
présentent des combinaisons de couleurs noyau-cytoplasme, chacune d’entre elles
représentant moins de 2% des cellules marquées. La répartition dans I'espace
colorimétrique RVB n’est pas tout a fait équilibrée dans les échantillons analysés
(Figure 33e). En effet les noyaux bleus sont rares ou plus difficles a détecter
vraisemblablement car les transgénes "Cytbow et “Nucbow codent des protéines
fluorescentes cyan, mCerulean et mTurquoise2, de brillance et photostabilité
inégales. La seconde de ces protéines étant détectée plus efficacement, les
cytoplasmes bleus peuvent de ce fait étre observés plus fréquemment. Ce sont les
combinaisons rares, c'est-a-dire comprenant au moins deux marqueurs incluant au
moins un marqueur dans chaque compartiment subcellulaire qui ont été utilisées
pour réaliser les analyses clonales.

En plus de la combinatoire complexe noyau-cytoplasme, deux criteres
supplémentaires ont été établis pour caractériser un clone (un progéniteur et toute sa
descendance) car méme si le risque est limité, deux cellules pourraient présenter la
méme combinatoire de couleur complexe et ne pas étre issues pour autant d’un
méme progéniteur : i) la couleur finale ou apparente du cytoplasme et du noyau des
cellules, qui est fonction de l'intensité de chacun des marqueurs exprimés dans le
noyau et le cytoplasme (Figure 33h) et ii) la distance maximale entre cellules sceurs
voisines : une analyse des combinaisons de couleurs les plus rares, retrouvés une
unique fois au sein de chaque animal et identifiant a priori des clones individuels
(Figure 33f) a permis de mesurer la distance maximale entre cellules sceurs (600 pum)
(Figure 33g). Cette distance a été par la suite utilisée pour séparer les clones
présentant une combinaison de couleurs noyau-cytoplasme identique. Un clone est
donc défini par des cellules présentant i) une combinaison identique de marqueurs
noyau-cytoplasme (absence ou présence de chaque protéine fluorescente dans les
deux compartiments), ii) la méme couleur finale ou apparente (ex noyau jaune et
cytoplasme violet), et iii) séparées par une distance maximale de 600 um. Selon ces
critéres, I'électroporation in utero des MAGIC Markers dans des embryons de souris
a E15 permet d’identifier de nombreux clones astrocytaires par animal (de 40 a 180)
(Figure 33i) et de les analyser individuellement (Figure 33j). Pour cela, toutes les

cellules marquées ont été manuellement pointées sur des projections maximales de
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coupes sériées sagittales de 80 um d’épaisseur acquises de maniere mosaique en
microscopie confocale et reconstituées sur Fiji (Preibisch et al., 2009) sur 1 a 2 mm
au total afin d’étudier la composition des clones en termes de nombre et sous-types
d’astrocytes générés, leur localisation dans le parenchyme cortical ainsi que leur

dispersion au cours du développement du cortex cérébral murin.

2. Composition des clones astrocytaires corticaux

Les progéniteurs corticaux sont-ils homogenes ? Géneérent-ils tous le méme
nombre d’astrocytes et quel est ce nombre ? Chaque progéniteur a-t-il la capacité de
produire différents sous-types d’astrocytes et dans quelles proportion ? Pour
répondre a ces questions, la taille et les sous-types astrocytaires des clones obtenus
avec les MAGIC Markers ont été analysés a différents stades du développement.

2.1. Nombre d’astrocytes générés par des cellules souches
neurales voisines

Les analyses clonales effectuées a différents stades du développement
cortical (Figure 34a) aprés électroporation des MAGIC Markers a E15 montrent que
les progéniteurs corticaux forment des clones composés en moyenne de quatre
astrocytes protoplasmiques a P4, chiffre qui double de P4 a P7 et reste ensuite
stable jusqu’a la troisieme semaine postnatale (Figure 34b), confirmant les études
antérieures qui montrent que la premiere semaine postnatale correspond a une
phase proliférative majeure et finale des astrocytes corticaux (Ge et al., 2012). En
revanche, I'examen de la distribution de la taille des clones d’astrocytes
protoplasmiques révéle une grande variabilité (Figure 34c), avec des clones pouvant
aller d’'une a quarante-deux cellules. Conformément aux résultats précédents, il y a
une plus grande proportion de clones de petite taille a P4, et de clones de grande
taille a P7 et P21.

Afin de déterminer si les clones astrocytaires issus de progéniteurs corticaux
ciblés par électroporation in utero a différents stades de la corticogenése sont
identiques, des électroporations in utero a E13 (début de neurogenese) et a E15 (fin
de neurogenése) ont éte réalisées et la taille des clones astrocytaires a été analysée
a P7 et P21. Contrairement a une électroporation in utero des MAGIC Markers

ciblant les progéniteurs corticaux a E13 qui présente un marquage neuronal sur
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presque toute I'épaisseur du cortex, une électroporation in utero a E15 marque
uniquement les neurones pyramidaux des couches corticales Il/lll (Figure 34d). Les
analyses montrent que les progéniteurs ciblés a E13 générent des clones
d’astrocytes protoplasmiques de plus grande taille que ceux ciblés a E15 (Figure 34e-
f), ce qui est compatible avec I'hypothése de divisions cellulaires supplémentaires de
certains progéniteurs corticaux entre E13 et E15. Cependant la distribution de la taille
des clones obtenue par marquage a ces deux stades est similaire et montre une
grande variabilité. A quels sous-types astrocytaires appartiennent ces clones de

tailles variables observés ?

2.2. Sous-types d’astrocytes générés

Plusieurs sous-types d’astrocytes sont observables dans le parenchyme
cortical grace aux MAGIC Markers : les astrocytes protoplasmiques et les astrocytes
de la surface piale. Ces deux sous-types d’astrocytes sont-ils issus d’un progéniteur
commun ? Et si oui, dans quelles proportions ? Les analyses clonales réalisées a P4,
P7 et P21 aprés électroporation in utero des progéniteurs corticaux a E15 montrent
la présence de clones homogeénes, contenant un seul de ces sous-types d’astrocyte
(Figure 35a-b-c) mais aussi de clones hétérogenes, contenant les deux sous-types
(Figure 35d-e). Ces différents types de clones sont représentés dans des proportions
stables de P4 a P21, avec une majorité (76%) de clones homogenes de type
protoplasmique, 5% de clones homogénes de type pial et 19% de clones
hétérogénes (Figure 35f). Si plus de 80% des astrocytes de type pial appartiennent a
des clones de type hétérogéne, ces clones hétérogénes ont des proportions
d’astrocytes protoplasmiques/piaux trés variables, avec une moyenne de 30%
d’astrocytes de type pial (Figure 35g). Ceci démontre I'existence de progéniteurs
corticaux bipotents, capables de générer les deux sous-types d’astrocytes. Les
clones hétérogenes issus de ces progéniteurs présentent une autre particularité : ils
sont de plus grande taille que les clones homogénes de type protoplasmique (Figure
35h). Au moins une partie des progéniteurs corticaux peut donc générer plusieurs
sous-types d'astrocytes, contrairement aux résultats présentés par une étude
antérieure (Garcia-Marqués and Lépez-Mascaraque, 2013). Cependant, a ce stade
de I'étude, rien ne permet d’affirmer que tous ont strictement les mémes potentialités,
méme si leur capacité a générer différents sous-types d’astrocytes n’est pas modifiée
entre différents stades d’électroporation étudiés (E13 et E15, Figure 35i). De plus, de
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Figure 35. Astrocyte subtypes generated by neighbouring cortical neural progenitors.

Homogeneous clones of protoplasmic astrocytes or pial astrocytes (a-b-c) and
heterogeneous clones, containing both astrocyte types (d-e), were found in stable
proportions (respectively 76, 5 and 19% of clones) during postnatal development (f). (g) The
number of pial astrocytes within heterogeneous clones is very variable, with a 30% average.
(h) Heterogeneous astrocyte clones are larger than homogeneous protoplasmic astrocyte
clones. (i) Cortical progenitors targeted at E13 or E15 give rise to the same proportions of
homogeneous/heterogeneous astrocytes clones. (j) Intermediate morphologies between pial
astrocytes and protoplasmic astrocytes observed at P21: several iterations of astrocytes
exhibit intermediate phenotype including both fibroblast-like feature at one extremity and
bushy ramifications at the other extremity.

Maximal projections of 80 pum-thick sagittal sections. Dotted lines: pial surface.
Means ts.e.m. Scale bar: 50 pm.

maniére trés intéressante, nous avons découvert des morphologies intermédiaires
entre astrocytes de type protoplasmique et astrocytes de type pial (Figure 35j). Ces
cellules ont un phénotype de type fibroblaste d’'un cbté, et un phénotype ramifié de
l'autre. Deés lors, I'appartenance des cellules générées a un sous-type astrocytaire
particulier serait-elle liée uniquement a leur localisation dans le cortex cérébral : au
niveau de la surface piale ou dans le parenchyme ? Pour répondre a cette question,
nous avons analysé le positionnement des cellules de chaque clone.

3. Positionnement des clones astrocytaires dans le cortex cérébral

Afin d’obtenir le positionnement des cellules de maniere automatique a partir
de leurs coordonnées XY une collaboration a été réalisée avec Sio-Hoi leng (Institut
de la Vision, Paris). La position relative des cellules dans I'’épaisseur corticale a été
déterminée en calculant le ratio entre la distance cellule-surface piale et la distance
surface ventriculaire-surface piale sur le méme axe, la valeur 100% correspondant a
la surface piale. Les distances ont été mesurées automatiquement sur Matlab gréace
aux coordonnées des cellules (précédemment déterminées) et au dessin manuel des
extrémités corticales sur chaque coupe, servant de masque pour I'analyse. Ainsi les
mesures s’affranchissent des différences d’épaisseur du cortex cérébral quel que soit
le stade d’analyse. A partir de ces ratios, le barycentre de chaque clone a pu étre
calculé pour étudier son positionnement dans le parenchyme cortical (Figure 36a).
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(a) Schematic representation of the method used to calculate astrocyte clone barycenters. 100%
corresponds to the pial surface. For heterogeneous clones, pial astrocytes were excluded. (b)
Protoplasmic astrocyte clone barycenters show that clones are found in the entire parenchyma with no
preference of localization at all observed stages. (c) Excluding cells belonging to the pial astrocyte
subtype, clones barycenter analysis reveals that heterogeneous clones are located higher than
homogeneous protoplasmic clones in the cortical parenchyma. (d) Protoplasmic astrocyte clones from
upper layers are bigger than those found in lower layers. (e) Astrocyte clone location does not differ

according to the developmental stage (E13 or E15) of cortical progenitors electroporation.
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Les barycentres des clones se répartissent de maniere uniforme sur toute I'épaisseur
du cortex a tous les stades observés (a I'exception des couches les plus externes et
internes), avec une position moyenne située au milieu du cortex qui reste stable au
cours du développement (Figure 36b), indiquant que les progéniteurs ciblés par la
stratégie MAGIC Markers ne présentent pas de biais quant a la localisation des
clones qu’ils générent. En revanche, les clones hétérogenes sont situés plus haut
dans le parenchyme que les clones homogénes protoplasmiques (Figure 36c). Ce
résultat a été obtenu en excluant les astrocytes de la surface piale du calcul afin de
ne pas biaiser la position moyenne des astrocytes protoplasmiques de ces clones
hétérogénes. Comme ces clones hétérogénes sont aussi plus gros que les clones
homogenes, la taille de ces derniers a été analysée en fonction de leur localisation
dans le parenchyme cortical : les résultats montrent que les clones d’astrocytes
protoplasmiques des couches corticales supérieures sont composés d’un plus grand
nombre de cellules que ceux situés dans les couches inférieures (limite positionnée a
50% de I'épaisseur corticale) (Figure 36d). Que les progéniteurs corticaux aient été
ciblés a E13 ou E15 ne semble pas non plus avoir de conséquences sur le
positionnement des clones d’astrocytes protoplasmiques puisque ceux-ci ont une
position similaire quelque soit le stade d’électroporation (Figure 36€). La taille des
clones est donc liée a localisation des cellules générées mais aussi a leur identité,
les clones d’astrocytes protoplasmiques de la moitié haute du cortex cérébral ayant
une taille inférieure a celle des clones hétérogenes. Au-dela de la localisation
moyenne des clones astrocytaires, I'observation individuelle des cellules qui les
composent semble indiquer des dispositions particuliéres dans I'’espace, posant la
question de leur dispersion et de la dynamique de prolifération qui est a l'origine de

leur positionnement.

4. Dispersion et prolifération des astrocytes dans le parenchyme
cortical

Les clones d’astrocytes corticaux forment ils des colonnes a l'instar de ce qui
est observé pour le développement des neurones pyramidaux ? Comment les
cellules sceurs se dispersent-elles dans le parenchyme cortical, et restent-elles ou
non en contact ? Les astrocytes sont majoritairement générés au cours de la

premiére semaine postnatale (Ge et al., 2012). Pendant cette période, quelle est leur
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dynamique de prolifération a I'échelle clonale et quel impact cela a-t-il a 'échelle du
réseau ? Que se passe t-il ensuite lors de la poursuite du développement : le réseau
est-il stable et figé ? Pour répondre a ces questions, nous avons tout d’abord étudié
la premiére semaine postnatale, avec I'analyse de la dispersion et de la prolifération
des astrocytes, puis les deux semaines suivantes avec des analyses de dispersion a
I’échelle clonale d’'une part, et des analyses morphologiques a I’échelle cellulaire

d’autre part.

4.1. La dynamique de prolifération et de dispersion pendant la
premiére semaine postnatale

4.1.1.Dispersion

Les clones d’astrocytes protoplasmiques peuvent se présenter sous des
formes variées : en groupes et/ou en colonnes comprenant également, ou non, des
cellules isolées (Figure 37a). Dans un premier temps, I'étendue de leur dispersion a
été étudiée au cours de la premiére semaine postnatale (Figure 37b). La dispersion
des clones selon I'axe dorsoventral a été déterminée sur coupes sériées sagittales
en calculant la différence entre les positions relatives des cellules sceurs situées aux
extrémités haute et basse du clone. Les résultats montrent que cette dispersion
augmente significativement entre P4 et P7 (Figure 37¢), indépendamment d’une
augmentation de I'épaisseur du cortex cérébral a ces deux stades. La dispersion
mediolatérale a quant a elle été déterminée en comptant le nombre de coupes de 80
UM ou était présent chaque clone. Cette dispersion augmente également entre P4 et
P7 (Figure 37d). La dispersion est aussi fonction de la taille des clones (Figure 37e-f),
mais s’avere trés variable, avec des clones pouvant parfois occuper toute I'épaisseur
corticale (axe dorsoventral) et se disperser sur plusieurs centaines de micrometres
selon I'axe médiolatéral tandis que d’autres présentent un agencement compact.
Cependant, cette dispersion augmentant avec la taille des clones, et sachant que
celle-ci est plus grande entre les deux stades de développement étudiés, il est
difficile de savoir comment la densité cellulaire des clones évolue au cours du
développement. Afin de s’affranchir de la composante taille, la dispersion clonale
relative a été mesurée en divisant la dispersion totale par le nombre de cellules pour
chaque clone. Il s’avére que cette dispersion relative diminue entre P4 et P7 sur les
deux axes observés (Figure 37g-h), suggérant une densification du
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Figure 37. Protoplasmic astrocyte clone dispersion during the first postnatal week.

(a) Protoplasmic astrocyte clones display various spatial arrangements at both P4 and P7. (b)
Schematic view of astrocyte clone dispersion along the DV, ML and AP axes. (c-d) DV and ML
dispersions decrease from P4 to P7. (e-f) DV and ML dispersions of protoplasmic astrocyte clones

comprised of 22 cells are broad and variable. (g-h) Relative DV and ML dispersions decrease from P4
to P7.

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. DV: dorsoventral, ML: mediolateral, AP:
anteroposterior. Means + s.e.m. Scale bar: 50 pm.
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réseau astroglial a I'’échelle clonale au cours de la premiére semaine postnatale dont

I'origine peut étre la prolifération locale d’astrocytes.

4.1.2.Prolifération

Afin d’analyser plus en détail cette densification, la dynamique de prolifération
a été étudiée. Les MAGIC Markers ont été électroporés dans des embryons de
souris a E15, puis des injections de 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) ont été réalisées
sur les petits 24h ou 48h avant les analyses a P4 et P7. La révélation de I'EdU
couplé a un fluorochrome Alexa 647 n’interfére pas avec le marquage multicolore
MAGIC Markers (excitations a 408, 440, 515 et 559 nm pour le marquage par défaut
EBFP2 et les marqueurs bleu, jaune et rouge respectivement, ce qui laisse la bande
spectrale infrarouge libre pour des marquages immunohistochimiques). Dans quelles
proportions trouve-t-on les astrocytes en prolifération et ou se situent-ils dans le
parenchyme cortical ? Le marquage EdU est présent sur toute I'épaisseur corticale
(Figure 38a). 10% des astrocytes protoplasmiques exprimant les MAGIC Markers a P4
et P7 sont marqués avec I'EdU, et ce aussi bien 24h que 48h apres injection de
'EdU (Figure 38b). Cette situation contraste avec les astrocytes de la surface piale
dont 23% expriment les MAGIC Markers a P4, et seulement 9% a P7 (Figure 38c).
Ces résultats révelent un taux de prolifération stable entre P4 et P7 pour les
astrocytes protoplasmiques, diminuant entre P4 et P7 pour les astrocytes de la
surface piale. Aucun marquage EdU n’a été détecté dans le cortex cérébral a P21
malgré des cellules marquées au niveau de la zone ventriculaire et du gyrus denté
de I’hippocampe, comme attendu dans ces deux zones actives de prolifération du

Figure 38. Proliferation dynamics during the first postnatal week.

(a) Proliferating cells are found in the entire cortical wall at P4 and P7 48h or 24h post-EdU injections.
(b) 10% of MM labeled PrA were also EdU+ at all stages studied. (c) 23% of MM labeled PiA were
also EdU+ at P4 but only 9% at P7. (d) No EdU labeling was detected in the cerebral cortex at P21.
(e) EdU+ color paired cells were identified and distance between EdU+ paired PrA decreases from
48h to 24h post-injection and decreases as well from P4 to P7 (f). (g) Various numbers of EdU+ cells
were observed in clones of similar sizes at identical analysis stages. (h) 82%, 14% and 3% of EdU+
astrocyte pairs were PrA, Prl or Heterogeneous pairs respectively (i).

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. HPI: hours post-injection. Means +s.e.m. Scale
bars: a-g: 50 um; d: 150 um.
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cerveau mature (Altman, 1962, 1963, 1969) (Figure 38d, données non présentées),
confirmant I'arrét de la production d’astrocytes dans le parenchyme cortical a ce

stade.

Que deviennent les astrocytes nouvellement générés ? S’éloignent-ils les uns
par rapport aux autres et de quelle maniére ? Ces processus peuvent-ils étre mis en
relation avec la densification du réseau astroglial suggérée par les données de
dispersion présentées précédemment ? Pour répondre a ces problématiques la
distance séparant les paires d’astrocytes protoplasmiques EdU+/MAGIC+ identifiées
grace a leur code couleur a ensuite été mesurée dans le repere XYZ (Figure 38e). Les
résultats montrent que les cellules sceurs marquées avec I'lEdU 48h avant I'analyse
sont plus éloignées les unes des autres que celles marquées a 'EdU 24h avant, a la
fois a P4 et P7. En revanche cette distance diminue avec le temps, entre P4 et P7,
indiquant un éloignement des cellules sceurs aprés division qui s’amoindrit ou ralentit
au cours du développement. Il est intéressant de noter qu’il existe une grande
variabilité clonale en termes de dynamique proliférative. Ainsi, au méme stade
d’analyse, pour des clones de tailles similaires, on peut trouver des cas ou presque
toutes les cellules sont EdAU+ 48h apres injection, ou au contraire aucune (Figure 38Q).
La présence de paires de cellules sceurs EdU+ hétérogénes, comprenant un
astrocyte de type protoplasmique et un de type pial (3% des paires observées)
confirme une nouvelle fois que ces deux sous-types proviennent de

Figure 39. Doublets are not a reliable indicator of recent division and reveal cell clustering
during development.

(a) At P4, P7 and P21, numerous doublets (20% of MM+ protoplasmic astrocytes) can still be found
in stable proportions in the cortical parenchyma (b) even though astrocyte proliferation of both
astrocyte subtypes, revealed with Ki67 immunostaining, drops drastically from P4 to P21 (c-d-e). (e)
At all three stages, doublets are located in the entire cortical parenchyma (f) whereas EdU+ astrocyte
pairs are located mostly in the upper layers (above 70% of the cortical thickness) (g). (h) All doublets
found at P4-P7 are not Ki67+ cycling cells. (i) Model of astrocytic clonal maturation through inward
densification between P4 and P7.

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. Means + s.e.m. Scale bars: 50 um.
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progéniteurs communs, et indique également qu'ils peuvent étre issus de divisions

locales tardives (Figure 38h-i).

Durant les analyses clonales des trois premiéres semaines postnatales, de
nombreux doublets ont pu étre observés dans des proportions stables (Figure 39a-b).
Ont été catégorisées comme appartenant a des doublets les cellules sceurs dont les
noyaux étaient situés a une distance inférieure a la taille d’'un noyau d’astrocyte
(environ 6 pm) l'une de lautre. Or les astrocytes protoplasmiques ont une
arborisation complexe formant des domaines bien supérieurs en taille a celle d’'un
noyau d’astrocyte et qui ne sont pas censés se recouvrer (leurs arborisations ne
s’entremélent pas, autrement dit, deux noyaux ne devraient pas étre en contact)
(Bushong et al., 2002, 2004). Les doublets d’astrocytes ont été considérés jusqu’a
présent comme associés a leur prolifération (Ge et al., 2012), l'analyse de la
prolifération des cellules sceurs était I'occasion de vérifier s’ils révélent effectivement
une activité mitotique. Alors que la prolifération des astrocytes exprimant les MAGIC
Markers, visualisée grace a 'immunomarquage des cellules en division (en phase
G1, G2, S et M) contre l'antigéne Ki67 baisse drastiquement entre P4 et P7 (plus
aucune cellule n’étant Ki67+ a P21) (Figure 39c-d-e), le nombre de doublets, lui, reste
stable. De plus ces derniers se répartissent dans tout le parenchyme cortical (Figure
39f) tandis que les astrocytes qui se sont divisés récemment se situent en majorité
dans les couches supérieures du cortex cérébral (Figure 39g). D’autre part, les
doublets d’astrocytes de type protoplasmique ne sont pas tous Ki67+ (Figure 39h).
Dans [l'ensemble, ces résultats montrent que les doublets ne sont pas
caractéristiques d’'une prolifération active, mais plutét le signe d’'une absence de

dispersion des cellules apres division.

Il semblerait donc que I'évolution des clones astrocytaires ne résulte pas
uniqguement d’une prolifération homogéne locale et cohésive, mais au moins en
partie d’'une dynamique de prolifération variable selon le sous-type d’astrocyte
généré, leur localisation dans le parenchyme cortical et le stade de développement.
Ce processus est associé a une expansion clonale ou les cellules sceurs
nouvellement produites s’éloignent I'une de l'autre a des distances diminuant avec le

temps, expliquant la présence des doublets méme a des stades tardifs (Figure 39i).
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4.1.3.Vers une analyse plus fine des phases prolifératives et
dispersives de la premiére semaine postnatale

La premiére semaine postnatale représente une phase clef de prolifération, de
dispersion et de densification du réseau astroglial. Pour mieux disséquer ces
différentes étapes et pouvoir les analyser a I’échelle clonale, il est nécessaire de
maitriser le déclenchement de la recombinaison des MAGIC Markers a des temps
précis allant de PO a P7. Pour cela, on peut envisager I'emploi de souris
transgéniques CreER chez lesquelles la recombinase Cre est activée par injection de
tamoxiféne, ou encore I'électroporation d’un plasmide CreER en remplacement de la
SeCre, avec activation de la Cre de la méme maniére par injection de tamoxiféne
pour recombiner les copies des transgenes électroporés intégrées au génome des
cellules. La seconde stratégie, plus aisée a mettre en ceuvre, a tout d’abord été mise
en place. Pour cela, un plasmide préalablement existant au laboratoire a été utilisé
(construction Raphaélle Barry) : 'EBFP2, exprimée par défaut par le transgéne
PECytbow a été remplacée dans ce dernier par la recombinase Cre inductible avec le
tamoxifene (ERT2CreERT2), permettant ainsi son intégration génomique et son
expression sur le long terme (Figure 40a). Grace a cette stratégie, la recombinaison
peut étre contrélée par un gavage des femelles gestantes au tamoxiféne ou par
injection des souriceaux aprés la naissance, permettant ainsi d’observer les clones
formés a partir d’'un temps donné, ultérieur a I’électroporation. Ce transgéne a été co-
électroporé avec la transposase PiggyBac a E13, puis la recombinaison a été
déclenchée a PO par injection sous-cutanée des souriceaux avec du tamoxifene et
les cerveaux récupérés a P7 pour analyse (Figure 40b). Le résultat attendu est le
marquage de toutes les cellules nées au temps de I'électroporation (progéniteurs,
neurones) et de celles générées plus tardivement par les progéniteurs (cellules
gliales) ayant recu les transgenes et subi les effets de la recombinaison a PO.
Cependant, si le patron global de marquage est conforme au résultat attendu, le
marquage obtenu est majoritairement restreint a trois couleurs : rouge, vert et bleu,
avec un biais dans les proportions, le rouge étant surreprésenté (Figure 40C), ne
permettant pas une analyse clonale fiable basée sur des couleurs complexes.

Afin de s’affranchir de ce probleme de recombinaison inégale mais également
dans le but de mieux contrbler les proportions Cre/MAGIC Markers, probablement

critiques pour I'obtention d’'une large gamme de couleurs, la construction d’'une
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Figure 40. MAGIC Markers labeling triggered by inducible Cre strategies.

(a) Replacement of EBFP2 with ERT2CreERT2 in "Cytbow plasmid. Tamoxifen injection induces Cre
recombination (b) and multicolor labeling (c, epifluorescence image) in both neurons and astrocytes
after IUE of "PERT2CreERT2Cytbow in cortical progenitors at E14. (d) Construction of a new integrative
transgene containing the inducible form of the Cre recombinase. (e) Tamoxifen oral administration at
E17 induces Cre recombination (e) and multicolor labeling in both neurons and astrocytes (f, confocal
image) after IUE of both "PERT2CreERT2 and MAGIC Markers in cortical progenitors at E14.

Maximal projections of 80 um-thick sagittal sections. Scale bars: 150 um.

124



version intégrative de la recombinase Cre inductible au tamoxifene a été réalisée
(PPCAG-ERT2CreERT2) (Figure 40d). Dans un premier temps, pour vérifier que la
technique donnait les mémes résultats qu’avec la stratégie initiale utilisant la SeCre,
ce transgene a été co-électroporé avec les MAGIC Markers associés a leurs
transposases respectives a E14, puis la recombinaison a été déclenchée a E17 par
gavage des femelles gestantes avec du tamoxiféne et les cerveaux analysés a P7
(Figure 40e). Malgré une électroporation massive, peu d’astrocytes sont marqués
(Figure 40f), dans une gamme de couleurs la encore insuffisante pour réaliser des

analyses clonales.

Au vu des résultats obtenus, les deux stratégies décrites ci-dessus ont été
abandonnées. Dans la suite de notre étude, nos analyses se sont focalisées sur les 2
et 3° semaines de développement postnatal en utilisant dans un premier temps
'approche MAGIC Markers classique, et dans un second temps des lignées de

souris transgéniques Cre existantes.

4.2. La phase de maturation astrocytaire aprés la premieére
semaine postnatale

Lors de la premiére semaine postnatale, le réseau astrocytaire est en pleine
expansion, qui se traduit par un doublement de la taille des clones, mais également
une importante dispersion des cellules générées selon les axes meédiolatéral et
dorsoventral. Entre P7 et P21, le nombre de cellules par clone reste stable, mais est-
ce que cela signifie que le réseau est stable et figé lui aussi ? Pour répondre a cette
question, des mesures de dispersion des cellules sceurs ont été effectuées, a la fois

sur coupes sériées et en volume continu.

4.2.1.Dispersion des clones d’astrocytes : analyse sur coupes
sériées

Que se passe-t-il entre P7 et P21 a I'échelle clonale ? L’analyse de la
dispersion des clones d’astrocytes protoplasmiques selon les axes dorsoventral et
médiolatéral (Figure 41a) par la méthode décrite précédemment (voir le paragraphe
4.1.1) montre une dispersion non significative des cellules sceurs selon l'axe
dorsoventral (Figure 41b), et une dispersion significative selon I'axe médiolatéral
(Figure 41c) entre P7 et P21, suggérant une possible expansion du réseau
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Figure 41. Dispersion of protoplasmic astrocyte clones during the three first postnatal weeks.

(a) Schematic view of protoplasmic astrocyte clones 3 axes of dispersion (DV, ML and AP). Note that
AP dispersion cannot be analyzed on sagittal serial sections in 2D. (b) DV dispersion is stable from P7
to P21. (c) ML dispersion is higher at P21 than P7.

DV: dorsoventral, ML: mediolateral, AP: anteroposterior. Means £ s.e.m.
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astrocytaire au-dela de la premiére semaine postnatale. Cependant, I'analyse ayant
été réalisée sur coupes sériées en deux dimensions, il est fort probable que la
dispersion médiolatérale ait été surestimée. En effet si toutes les cellules d’un clone
sont présentes sur une coupe par exemple, sa dispersion sera considérée comme
égale a I'épaisseur de la coupe, soit 80 um, alors que son organisation est peut-étre
plus ramassée en réalité. D’autre part, la dispersion selon les différents axes
présente une grande variabilité entre clones, avec des valeurs de dispersion pouvant
aller jusqu’a plusieurs centaines de micrométres, bien au-dela de I'épaisseur des
coupes étudiées, biaisant de ce fait toute analyse des coupes prises individuellement
(indépendamment les unes des autres). Pour finir, le marquage épars caractéristique
des échantillons étudiés laisse de grandes zones essentiellement non marquées, qui
rendent trés difficile I'identification de points de repéres nécessaires pour fusionner
correctement les coupes sériées les unes aux autres. Ceci biaise particulierement
'analyse de la dispersion des astrocytes sur I'axe antéro-postérieur, pour lequel
aucune mesure relative (ratio ou nombre de coupes) ne peut par ailleurs étre utilisée,
mais aussi les mesures de distances en trois dimensions. Ces différentes limites
techniques empéchant I'analyse tridimensionnelle précise de la dispersion des
astrocytes nous ont incités a développer de nouvelles stratégies de préparation de

tissus et d’'imagerie permettant d’étudier des échantillons épais.

4.2.2.Elaboration d’un protocole d’imagerie multicolore
tridimensionnelle

L’imagerie en grand volume doit répondre a plusieurs problématiques liées
aux échantillons étudiés : i) les dimensions des cellules étudiées : les astrocytes
peuvent avoir une taille supérieure a I'épaisseur de coupe maximale pour conserver
un signal fluorescent satisfaisant en imagerie confocale (80 um), ii) I'importante
dispersion clonale observée précédemment, et iii) enfin les dimensions de la région
étudiée : le cortex, qui s’étend sur plusieurs millimétres sur les axes dorsoventral,
médiolatéral et antéropostérieur chez la souris. Pour pouvoir réaliser des études
tridimensionnelles satisfaisantes dans ce contexte, il est donc nécessaire de travailler
sur hémispheres cérébraux entiers ou coupes épaisses de plusieurs millimetres
requérant i) une préparation adéquate des tissus (transparisation, voir le paragraphe
4.2.2.1) ou ii) un dispositif permettant d'imager une épaisseur de plusieurs centaines
de micromeétres de maniére sériée (Chrom-STP, voir le paragraphe 4.2.2.2).
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4.2.2.1. Transparisation d’échantillons multicolores

Pour imager plus en profondeur, plusieurs milieux de transparisation existants
ont été testés sur des échantillons multicolores divers. Ces tests ont été effectués sur
des coupes de 200 um d’épaisseur correspondant a la distance de travail de I'objectif
20X a 0.8 N.A. huile utilisé. Trois méthodes de transparisation ont été testées dans le
but de vérifier si la stabilité des trois protéines fluorescentes présentes dans les
MAGIC Markers était préservée: 3DISCO (Ertirk et al., 2012; Belle et al., 2014) en
collaboration avec David Godefroy, (Institut de la Vision), SeeDB (Ke et al., 2013) en
collaboration avec Hanen Khabou, (Institut de la Vision) et une version modifiée du
protocole CUBIC (Susaki et al., 2014) en collaboration avec Katherine S. Matho
(Institut de la Vision). (Figure 42a, données non présentées). Le protocole 3Disco,
engendrant une diminution importante de la taille des échantillons, s’est avéré difficile
a utiliser sur des coupes suite a la rigidification de celles-ci due a la déshydratation
opérée au cours du protocole : les coupes gondolent rendant I'imagerie difficile. De
plus la répétition de I'imagerie a intervalles réguliers a montré une diminution du
signal bleu a partir de la 16° heure suivant la fin du protocole de transparisation
(données non présentées), incompatible avec les longues acquisitions nécessaires a
'imagerie en grand volume. Concernant le SeeDB, nous avons noté que les
échantillons transparisés avec ce milieu présentaient pendant Iimagerie une
variation des signaux fluorescents avec la profondeur, avec par ailleurs la présence
de cristaux (de fructose vraisemblablement) ajoutant du bruit de fond aux images.
Enfin le CUBIC, malgré une augmentation de la taille des échantillons de I'ordre
d’1,5x, procurait une bonne stabilité et un équilibre des couleurs, et ce sur toute
I’épaisseur des échantillons. C’est cette derniére stratégie qui a d’abord été retenue

pour I'imagerie en grand volume.

Dans un premier temps, I'imagerie a été réalisée en microscopie confocale
classique (Olympus FV1000), utilisant des objectifs a eau possédant une distance de
travail de plusieurs millimétres. Des coupes de 2 mm ont été effectuées, puis
incubées a 37°C sous agitation dans la solution modifiée « CUBIC OM » pendant 24h
a une semaine suivant I'age des animaux, avec renouvellement quotidien des
solutions. Ces coupes ont ensuite été montée dans le CUBIC OM a l'intérieur d’'une
chambre délimitée par des bandes de téflon, entre lame et lamelle, scellée avec du

ciment dentaire pour garantir son herméticité, I'acquisition se déroulant dans une
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cuve remplie d’eau (les objectifs a eau ont souvent des ouvertures numériques
élevées et de longues distances de travail et permettent de surmonter les problémes
d’aberrations chromatiques). L’acquisition mosaique d’une coupe de 2 mm
d’épaisseur d’un échantillon a E18 a mis en évidence plusieurs problemes.
Premiérement la fusion complete des différents champs est impossible (Figure 42b),
soit parce que I'échantillon, ramolli par le protocole CUBIC, bouge pendant
I'acquisition, soit parce que I'épaisseur imagée est trop importante pour que la platine
mobile du microscope revienne précisément a son point de départ a chaque
changement de champ. Deuxiémement, I'échantillon s’opacifie entre le début et la fin
de I'acquisition (Figure 42b, champ 1 a 4) méme avec nombre de champs réduit (4 ici,
contre une dizaine nécessaire au minimum pour un échantillon P7 par exemple),
probablement en partie parce que I'échantillon et son milieu de transparisation ne
sont plus a 37°C. De fait, malgré le protocole de transparisation, I'intensité du signal
récupéré diminue beaucoup avec la profondeur (Figure 42b) et les images présentent
des discontinuités (Figure 42b, fleches), ainsi que des aberrations chromatiques
(boite). Troisiemement, la courbure du cortex impose d’'imager de nombreuses piles
d’'images dans lesquelles le marquage n’est présent qu’en début ou fin d’acquisition,
augmentant considérablement les temps d’'imagerie (compter 11h par champ). Du

fait de ces limites techniques, cette stratégie n’a pas été poursuivie.

Pour diminuer les temps d’acquisition et s’affranchir du probléme de fusion de
champs, I'imagerie a feuilles de lumiére a également été envisagée. Les échantillons
ont été transparisés selon le protocole CUBIC sur hémisphére entier puis imagés
avec un ultramicroscope (LaVision BioTec, logiciel ImspectorPro, longueurs d’'ondes
disponibles 488 et 561 nm) en collaboration avec David Godefroy (Institut de la
Vision) (Figure 42c). Cependant, cette stratégie d’imagerie a également été
abandonnée car la résolution obtenue avec I'objectif disponible est incompatible avec
des analyses a I'échelle des noyaux des cellules et dimportantes aberrations
chromatiques sont générées par I'objectif, nécessitant une mise au point manuelle
sur la feuille de lumiére pour chaque longueur d’onde (contrairement au confocal ou

I'image est toujours dans le plan focal).
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Figure 42. Clearing and imaging strategies for multicolor large volume analysis.

(a) 200 um thick serial sections from adult multicolor mice mounted in various media following clearing
protocols using PBS and Vectashield as controls, SeeDB and CUBIC OM as clearing media. Imaging
in PBS enables to detect signal over a few dozens of micrometers, whereas Vectashield, SeeDB and
CUBIC OM improve the depth of signal detection. Among these two lasts, CUBIC OM was the one
preserving the most the signal of the three fluorescent proteins.(b) E18 2 mm multicolor section
cleared with CUBIC OM and imaged with a confocal microscope as a 4 fields mosaic (60 pm maximal
projection). Field n°2 was resliced in Z to observe signal attenuation in depth, chromatic aberrations
(box) and image discontinuities (arrows). (c) P10 multicolor whole hemisphere cleared with CUBIC OM
and imaged with an ultramicroscope (LaVision BioTec, ImspectorPro software, available wavelengths
488 and 561 nm) shows low cellular resolution and chromatic aberrations. (d) 500 um of young mouse
multicolor samples cleared with Vectashield or CUBIC OM and successfully imaged using a two
photon-microscope until the 25X objective working distance was reached. (e) New two photon-
microscope set-up allows multicolor imaging of a P9 2 mm section cleared with CUBIC OM over 2 mm
in depth, with signal attenuation (f).

Scale bars: 100 pm.

La microscopie bi-photonique étant plus performante que la microscopie
confocale pour imager en profondeur et notre collaboration avec I'équipe
d’Emmanuel Beaurepaire (Ecole Polytechnique, Palaiseau) ayant déja permis
d'imager des échantillons multicolores de cortex murin postnatal jusqu’a 370 um
d’épaisseur (Mahou et al., 2012; Loulier et al., 2014), nous nous sommes tournés
vers cette stratégie pour les essais suivants. Les premiers tests réalisés avec Nelly
Vuillemin, (Ecole Polytechnique, Palaiseau) sur des coupes de 500 pm dans le
Vectashield ou transparisées avec le protocole CUBIC pendant une semaine
montrent une bonne détection des signaux RVB jusqu’a ce que la distance de travail
(1 mm) de l'objectif (25X, glycérol) soit atteinte (Figure 42d). L’utilisation d’un autre
objectif permet d’aller plus en profondeur (25X, 1.05 N.A., eau) (Figure 42e).
Cependant I'analyse de I'intensité du signal en fonction de la profondeur montre une
atténuation non négligeable (Figure 42f) pouvant biaiser les analyses clonales et
nécessitant de limiter la profondeur d’acquisition pour conserver une intensité de
signal homogéne sur toute I'épaisseur du tissu. Ces limites techniques nous ont
poussés a écarter les stratégies d’imagerie d’échantillons entiers transparisés au
profit d’'un dispositif associant microscope bi-photonique et découpe sériée

automatique.
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4.2.2.2. Validation d’un dispositif associant microscope bi-
photonique et coupe automatique

Pour répondre aux problématiques d’atténuation du signal avec la profondeur,
mais aussi pour obtenir des images de meilleure qualité, sans déformation des
cellules ou perte de signal liées au protocole de transparisation, la construction d’'un
dispositif associant microscopie bi-photonique multicolore mosaique (Mahou et al.,
2012) et découpe sériée automatique avec un microtome a lame vibrante (Ragan et
al.,, 2012) a été réalisée par I'équipe d’Emmanuel Beaurepaire (LOB, Ecole
Polytechnique), et en particulier grace au travail de Lamiae Abdeladim en these dans
son équipe, en étroite collaboration avec Katherine S. Matho (Institut de la Vision).
Avec ce dispositif, I'échantillon est imagé «en face » sur une centaine de
micrométres de profondeur (suivant son age et la structure étudiée, myélinisée ou
non) de maniére mosaique, puis sectionné sur une épaisseur inférieure a celle
imagée (environ 80-90 um). Des cycles successifs d’acquisition/découpe permettent
d’'imager le volume complet de maniere continue sans aucune perte de matériel. Les
différents blocs sont ensuite fusionnés ensemble, avec le logiciel Fiji grace a leur
recouvrement partiel. Cette approche dénommée Chrom-SMP (Chromatic Serial
MultiPhoton) a permis notamment d’imager des échantillons de cortex cérébral murin
adulte (P65) électroporés a E15 avec le marqueur "Cytbow sur 4,8 mm® de maniére
continue avec une taille de voxel de 0,4x0,4x1,5 um® (Abdeladim et al. en révision,
article en annexe). Les séries de données ainsi générées permettent d’analyser les
caractéristiques colorimétriques et morphologiques des astrocytes corticaux en grand
volume, tout en conservant une échelle micrométrique, ouvrant la voie a I'’étude de la
dispersion tridimensionnelle des clones d’astrocytes marqués avec I'approche

MAGIC Markers au cours du développement.

4.2.3.Analyses clonales tridimensionnelles

Grace a l'approche microscopique Chrom-SMP (Figure 43a), des échantillons
de cortex cérébral murin électroporés avec les MAGIC Markers a E15 dans les
conditions décrites précédemment ont pu étre imagés sur plus de 8 millimétres cubes
(Figure 43b-c). Nous avons ainsi pu analyser un grand nombre de clones définis par
des combinaisons rares de couleurs avec un nombre d’animaux réduit &gés de 7 ou
21 jours (2 animaux par stade de développement étudi€). Pour I'analyse, les images
ont été traitées en utilisant le logiciel TrakEM2 (Cardona et al., 2012) dont la
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visualisation plan par plan permet I'ouverture de fichiers d’'un volume supérieur a
celui de la mémoire de travail de I'ordinateur utilisé car nous obtenons des séries de
données allant au-dela de la centaine de giga octets. Les astrocytes ont ensuite été
pointés manuellement au niveau du centre du noyau dans I'’espace XYZ. La taille des
clones obtenue est similaire a celle observée avec la stratégie d’analyse sur coupes
sériées (Figure 43f), validant a posteriori cette méthode précédemment employée.
Grace a l'approche Chrom-STP, nous pouvons a présent étudier la dispersion et
I'organisation tridimensionnelles des clones d’astrocytes selon les 3 axes

dorsoventral — anteropostérieur — médiolatéral sans perte de matériel.

4.2.3.1. Dispersion 3D

Comment les cellules sceurs se positionnent-elles en trois dimensions (3D)
dans le parenchyme cortical ? La position XYZ de chacune des cellules des clones
analysés a été déterminée (Figure 43d, série de donnée d’un animal P21 ou 37 clones
ont été inventoriés) permettant de caractériser leur distribution spatiale (Figure 43e).
La dispersion maximale sur chaque axe (dorsoventral, médiolatéral et l'axe
antéropostérieur manquant dans les analyses précédentes sur coupes sériées) a été
mesurée (respectivement Ymin-Ymax, Zmax-Zmin et Xmax-Xmin). Cette analyse
montre une dispersion importante des clones d’astrocytes protoplasmiques, pouvant
aller jusqu’a plusieurs centaines de micromeétres et qui demeure stable entre P7 et
P21 sur chacun des trois axes (Figure 43Q). Il en va de méme pour la dispersion
relative (dispersion absolue divisée par le nombre de cellules par clones ; données
non présentées). La dispersion des clones est par ailleurs plus élevée selon I'axe
dorsoventral, ce qui semble compatible avec le mode de développement de type
colonnaire avancé par une étude précédente (Magavi et al., 2012). L’étude de la
distribution de la dispersion globale en 3D montre encore une fois une grande
variabilité selon les clones, et ce indépendamment de leur taille (Figure 43h). Alors
que les analyses sur coupes sériées semblaient montrer une Iégére augmentation de
la dispersion clonale entre P7 et P21, les données 3D suggerent au contraire qu’elle
reste stable pendant cette période. Les données 2D et 3D ont été comparées afin
d’expliquer cette différence de résultats (Figure 43i). La dispersion dorsoventrale ayant
été evaluée a partir des coupes 2D en utilisant des ratios (voir le paragraphe 4.1.1),
ces derniers ont été multipliés par I'épaisseur moyenne du cortex cérébral (en pm)

mesurée sur chaque animal afin de les comparer aux distances obtenues en 3D.
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Figure 43. Astrocyte clone dispersion analysis with multicolor Chrom-SMP imaging.

(a) Imaging scheme for continuous multicolor high resolution acquisitions and astrocyte visualization
with Chrom-SMP (b) in large volume of cerebral cortex (c). (d) Example of a 1,5x2,5x2,5 mm® P21
sample labeled through MAGIC Marker electroporation of cortical progenitors at E15 with manual
segmentation of cell XYZ coordinates, allowing large scale clonal analysis (e). (f) Clone size is similar
when estimated using 2D serial sections or 3D analysis. (g) Maximal dispersion of protoplasmic
astrocyte clones along the AP, DV and ML axes shows no difference from P7 to P21, along with a
wider dispersion in the DV axis. (h) This dispersion is variable at both studied developmental stages,
regardless to clone size. (i) Comparison of serial section (2D) and large volume (3D) analysis reveals
that ML dispersion was overestimated when the serial section strategy was used.

DV: dorsoventral, ML: mediolateral, AP: anteroposterior. Means + s.e.m. Scale bars: (b) 50 um, (c) 500
um.

Cette comparaison donne des valeurs de dispersion dorsoventrale similaires a partir
des données 2D et 3D. En revanche, la dispersion médiolatérale est quant a elle,
surestimée sur les coupes sériées, vraisemblablement a cause des paliers de 80 um
(épaisseur des coupes) utilisés pour la mesurer. Les données en 3D, présentant
moins de biais techniques que les mesures en 2D, permettent de soutenir une
absence de dispersion clonale entre P7 et P21.

Quelles formes ont les clones astrocytaires ? Présentent-ils une morphologie
stéreotypée ou variable ? Pour aller plus loin dans I'analyse de la dispersion des
clones d’astrocytes protoplasmiques, et en particulier pour mieux connaitre leur
géométrie, la triangulation de Delaunay a été utilisée (Delaunay, 1934). Appliquée a
un ensemble de points (ici des cellules sceurs) répartis dans un espace en trois
dimensions, cette triangulation est telle qu’aucun point ne se retrouve a l'intérieur de
la sphére circonscrite d’un des tétraédres de la triangulation. Les triangulations de
Delaunay maximisent le plus petit angle de tous les angles des triangles de la
triangulation. Les sphéres circonscrites des tétraedres du réseau sont ainsi vides,
c'est-a-dire qu’elles ne contiennent pas d’autres sommets que ceux de leur tétraédre.
Cela permet de construire un maillage dans lequel les distances entre les points
(astrocytes) peuvent étre étudiées de proche en proche. La triangulation de
Delaunay en 3D est possible a partir de 4 points, les clones d’astrocytes

protoplasmiques de 4 cellules ou plus ont donc été analysés de cette maniére. Pour
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Figure 44. Tridimensional analysis of astrocyte clone dispersion and volume using Delaunay
triangulations.

(a) Left panel: 3D plot of a P7 astrocyte clone with nuclei in red and cell bodies in grey (mean sizes).
Delaunay triangulation was applied to 3D coordinates (middle panel) followed by a ConvexHull
representation (right panel). (b) Delaunay triangulations provide information on astrocyte clone shapes
and their variability. (c) Mean size of Delaunay triangulation segments within each clone shows no cell
spacing over time. (d) ConvexHull volume analysis shows no difference of clone volume from P7 to
P21, with a high variability, and a volume globally increasing with clone size (e).

DV: dorsoventral, ML: mediolateral, AP: anteroposterior. Means + s.e.m.
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les clones de 2 cellules, nous avons simplement mesuré la distance entre les cellules
et pour les clones de 3 cellules, I'aire du triangle formé par les cellules. Dans ces
ceux cas, aucune évolution n’a été observée entre P7 et P21, indiquant une absence
de dispersion pour ces catégories clonales (données non présentées). Pour chaque
clone de 4 cellules ou plus, a partir des coordonnées XYZ des cellules sceurs (Figure
44a), les triangulations de Delaunay ont été calculées et visualisées sur Matlab, puis
les polyedres correspondant aux segments extérieurs de la triangulation (appelés
ConvexHulls) ont été générés afin d’en extraire le volume. Les rendus obtenus
montrent une grande variabilité dans la géométrie des clones (Figure 44b), avec un
grand nombre de clones allongés (dans le sens dorsoventral), rappelant les résultats
de dispersion globalement colonnaire obtenus précédemment. La forme globale des
clones en dit peu sur leur composition interne. De quelle maniére les cellules sceurs
sont elles positionnées les unes par rapport aux autres ? Sont-elles toutes ou
partiellement interconnectées ? Pour étudier 'espacement des cellules entre elles, la
moyenne de la taille en pm de tous les segments formés par chaque triangulation a
été calculée (75 pm). Cette mesure ne montre aucune différence entre P7 et P21,
signifiant une absence d’éloignement des cellules les unes par rapport aux autres
(Figure 44c). Le volume clonal, obtenu grace aux ConvexHulls, témoigne quant a lui
d’une tres grande variabilité entre les clones, ne montre également aucune différence
entre P7 et P21 (Figure 44d), et semble globalement lié au nombre de cellules par
clone (Figure 44¢€).

Si ces résultats montrent une certaine stabilité du réseau entre P7 a P21 a
I'échelle clonale, ils ne disent pas comment les clones sont organisés a celle des
astrocytes individuels. En particulier la connectivité entre cellules sceurs peut étre le
reflet de la maniére dont le réseau se met en place par des mécanismes de migration

et de prolifération locale.

4.2.3.2. Organisation

Les observations effectuées sur des images en microscopie confocale
montrent des clones trés variables dans leur composition et comprenant soit des
groupes ramasses, soit des colonnes et/ou de cellules isolées (Figure 45a), De quelle
maniére les clones d’astrocytes protoplasmiques s’organisent-ils ? Cette organisation
est-elle stéréotypée ? Toutes les cellules d’'un méme clone sont-elles en contact les

unes avec les autres ? Afin de répondre a ces questions, nous nous
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Figure 45. Tridimensional organization of clonally —related cells in the cerebral cortex.

(a) Maximal projections of 80 pm-thick sections imaged with confocal microscopy, revealing clusters
(white groups) or isolated cells (red) within protoplasmic astrocyte (PrA) clones at P21. (b)
Tridimensional connectivity diagram of sister cells connected through blue lines in a P7 sample. (c)
Connectivity analysis of sister cells shows that PrA are composed of 3 elements (clusters, isolated
cells or mix of both) on average, with no difference between P7 and P21. (d) Within clones, mean size
of elements is 3 cells at both P7 and P21, with 75% of the cells belonging to clusters (e). (f) On
average, clone elements are spaced by 80 um apart starting from their branching extremities.

DV: dorsoventral, ML: mediolateral, AP: anteroposterior. Means * s.e.m. Scale bar: 50 um.
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sommes intéressés a la connectivitt¢ des clones d’astrocytes (c’est-a-dire aux
juxtapositions ou discontinuités entre les domaines des astrocytes composant un
clone) a différents stades de développement. En collaboration avec Dragos
Niculescu, post-doctorant dans I'équipe, des mesures de taille de cellules (pour
chaque stade de développement étudié) ont été utilisées pour déterminer
automatiquement, a partir des coordonnées XYZ des cellules sceurs, le degré de
connectivité au sein des clones : toute cellule située a une distance supérieure au
double du rayon moyen d'un astrocyte + sa déviation standard est considérée
comme “déconnectée” de sa voisine. Ces calculs révélent I'organisation suivante
(Figure 45b) : les clones sont composés de 3 éléments en moyenne (groupes
d’astrocytes connectés ou cellules isolées) (Figure 45¢) comprenant eux-mémes en
moyenne 3 cellules (Figure 45d). Presque 80% des cellules appartiennent a un groupe
de deux cellules ou plus (Figure 45€). Les cellules isolées sont finalement rares. La
distance moyenne entre les éléments d’un clone (située entre les extrémités des
cellules qui les composent) est de 80 um environ (soit I'équivalent du diamétre d’'un
astrocyte, arborisation comprise) (Figure 45f), ce qui témoigne d’un éloignement plutot
restreint. De tous les paramétres étudiés, aucun ne varie entre P7 et P21, attestant a
nouveau de la stabilité d’'un réseau astrocytaire formé de clones hétérogénes dans
leur organisation structurelle. Cela signifie-t-il que le réseau astrocytaire est mature
et figé dés la fin de la premiere semaine postnatale ? Les analyses a I'échelle des
clones semblent donner une réponse affirmative a cette question, mais qu’en est-il a

I’échelle des cellules individuelles ?

5. Maturation des astrocytes a I’échelle de la cellule aprés la
premiére semaine postnatale

Si les résultats précédents ne montrent aucun réarrangement cellulaire de P7
a P21, il est possible que les cellules subissent des changements morphologiques
affectant leur taille ou leur complexité. Lors des analyses clonales en 2D, il semblait
que les astrocytes a P21 étaient plus grands et plus ramifiés que ceux observés a
P7. Ces paramétres ont donc été approfondis.
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5.1. Analyses volumétriques d’astrocytes

De quelle maniere les astrocytes protoplasmiques corticaux évoluent-ils
morphologiquement au cours du développement ? Pour étudier les astrocytes
protoplasmiques a I'échelle cellulaire aprés la premiere semaine postnatale, des
analyses volumétriques ont été effectuées. A partir des images obtenues avec
I'approche Chrom-SMP, des astrocytes isolés ont été segmentés afin de mesurer le
volume de leur domaine en suivant le protocole utilisé par Abdeladim et al. (en
révision, voir le paragraphe 4.2.2.2). Brievement, les iso-contours des astrocytes sont
dessinés plan par plan sur Imaris et permettent de générer des surfaces dont le
volume interne est calculé aprés suppression des éléments déconnectés (Figure 46a).
Les segmentations effectuées obtenues a P7 et P21 montrent une augmentation de
65% du volume cellulaire entre P7 et P21 (Figure 46b-c) avec une grande variabilité
intercellulaire (Figure 46d-e). A P21, la taille des cellules se stabilise, elle est
équivalente a celle observée chez I'adulte (Figure 46c) (Abdeladim et al., en révision,
en annexe). Le volume des astrocytes protoplasmiques varie avec leur localisation
dans les différentes couches corticales (Figure 46f), avec des cellules plus petites
situées a proximité de la surface piale (bin 1) et du corps calleux (bin 6).
L’observation de I'extension maximale des prolongements astrocytaires dans les
axes dorsoventral, antéropostérieur et médiolatéral (Figure 46g), montre
respectivement une augmentation de 9%, 9% et 15% respectivement entre P7 et
P21 (Figure 46h). Or si 'on considére que les astrocytes protoplasmiques sont des
ellipsoides dont on calcule le volume théorique (Figure 46i), ces augmentations de
taille au niveau des extrémités devraient conduire a un accroissement de volume de
35% entre P7 et P21, et non de 65% comme celui observé. Cela signifie que
allongement des extrémités des prolongements astrocytaires, ne peut, a lui seul,
expliquer la variation de volume observée entre P7 et P21. Pour disséquer les
changements morphologiques astrocytaires a I'échelle de leurs branchements, qui
pourraient expliquer cette augmentation de volume, des analyses a plus forte

résolution ont été effectuées.

5.2. Analyse de la complexité des branchements astrocytaires

Comment évoluent les ramifications astrocytaires au cours du développement
cortical ? En collaboration avec Gilles Bonvento et Edwin Hernandez (Cea, Fontenay
aux Roses), la complexité des branchements astrocytaire a été étudiée. Les images
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Figure 46. Cellular volume of cortical protoplasmic astrocytes.

(a) Semi-automatic segmentation of protoplasmic astrocytes (PrA) using Imaris software on Chrom-
SMP imaged samples: semi-automatic isocontour is drawn on each z plan from which a 3D surface
with a given volume is generated. Disconnected elements (in yellow) are excluded. (b) PrA surface
rendering at P7 and P21 shows a volume increase of 65% from P7 to P21 (c). Multiple surface volume
analysis on the entire cortical thickness (d-e) shows high individual variability and within layers (f)
where Bin 1 is the closest to the pial surface. (d) Measurement of the maximal extension of PrA
branching in the Y, X and Z axis shows an increase of 9%, 9% and 15% in the DV, AP and ML axis
respectively between P7 and P21. (i) Considering PrA as ellipsoids, this increase in cell dimensions

should lead to a 35% volume increase, whereas a 65% increase was observed on PrA individual
segmentations.
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et les données présentées ci-aprés sont le résultat du travail d’Edwin Hernandez.
Des astrocytes protoplasmiques isolés ont été imagés a fort grossissement a I'aide
d’'un microscope confocal pourvu d’un objectif 63X 1.4 N.A sur des coupes de 80 um
d’épaisseur de cortex cérébral murin issues d’animaux électroporés avec les MAGIC
Markers a E15 et 4gés de 7 ou 21 jours. Puis, apres déconvolution et réduction du
bruit de fond, les cellules ont été reconstruites automatiquement avec Vaa3D-
Neuron2 Auto Tracing (Peng et al., 2014) et les informations (nombre de branches,
intersections, volume etc.) du modéles ont été extraites avec L-measure (Scorcioni et
al., 2008).

Les reconstructions obtenues a P7 et P21 permettent de bien visualiser les
fines branches qui constituent le domaine astrocytaire (Figure 47a) et dont la densité
varie parmi les cellules modélisées (Figure 47b). Les informations concernant le
nombre de branches, de terminaisons et d’intersections peuvent ainsi étre extraites
(Figure 47c¢). Cette analyse révéle une augmentation du nombre de branches, de 800
a 1400 entre P7 et P21 (Figure 47d) et de leur longueur totale (mises bout a bout)
(Figure 47e), témoignant d’un accroissement de la complexité des terminaisons
astrocytaires entre les deux stades étudiés. Des travaux récemment publiés
confirment ces conclusions (Stogsdill et al., 2017). Le volume du modéle augmente
lui aussi (Figure 47f), de méme que le volume du ConvexHull du modéle (Figure 47g-h)
confirmant les résultats précédemment obtenus avec les segmentations d’astrocytes
protoplasmiques en 3D (voir le paragraphe 5.1). Le réseau astrocytaire cortical est
donc établi de maniere stable des P7, mais s’ensuit une période de maturation a
I’échelle cellulaire au cours de laquelle les astrocytes augmentent a la

Figure 47. High resolution protoplasmic astrocyte morphology analysis.

(a) Protoplasmic astrocyte (PrA) reconstruction with Vaa3D-Neuron2 Auto Tracing software following
63X confocal imaging is efficient to study astrocyte branching. (b) Morphologies and branching were
heterogeneous among individual astrocytes. (c) Analysis of branching level reveals an increase in
both branches number and length from P7 to P21 (d-e). (f) PrA reconstruction volume analysis shows
a volume increase between these two stages as well as the ConvexHull volume calculation (g-h). (i)
Single z plans of PrA clusters show that contrary to P7 PrA, P21 PrA branching fill the entire cortical
space, leaving neuron nuclei visible.

Images and reconstructions: Edwin Hernandez. Means = s.e.m. Scale bars: 10 um.
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fois la couverture de leur territoire et la complexité de leur arborisation, ce qui se

traduit par un “remplissage” plus important de I'espace cortical (Figure 47i).

Cette premiére partie a permis de mettre en évidence la maniére dont le
réseau astrocytaire s’établit au cours du développement cortical murin grace a une
stratégie d’analyse multiclonale. Les progéniteurs corticaux générent des clones
hétérogénes en termes de composition (taille, sous-types d’astrocytes), de
positionnement et de dispersion, qui s'imbriquent avec leurs voisins au cours d’'une
phase dynamique de prolifération et de dispersion pendant la premiére semaine
postnatale, aboutissant a une densification du réseau astroglial. S’ensuit une phase
de maturation morphologique a I’échelle cellulaire. La grande variabilité observée au
sein des clones demeure inexpliquée. Les sources potentielles diverses d’astrocytes
décrites dans la littérature, et dont la contribution a la formation du réseau astroglial
est encore débattue (Tabata, 2015) peuvent-elles étre a l'origine de cette variabilité
et de cette hétérogénéité ? Cette question est abordée dans la seconde partie de ces

travaux.
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PARTIE 2: Caractérisation des sources de production des
astrocytes corticaux

Un peu plus d'un siecle de recherches sur la glie, et en particulier sur les
astrocytes, ont permis de décrire différentes sources d’astrocytes corticaux chez les
mammiferes, dont les cellules souches neurales embryonnaires et leur descendance
qui ont fait I'objet des analyses présentées dans la premiére partie, mais également
d’autres sources qui sont encore débattues aujourd'hui telles que les cellules Olig2+
et les progéniteurs de la zone sous ventriculaire postnatale. Les outils de suivi du
lignage cellulaire multicolore dont nous disposons (lignées transgéniques,
électroporations des MAGIC Markers) permettent d’aborder ces questions
controversées a I'échelle des populations cellulaires et des progéniteurs individuels.
Elles seront traitées dans cette seconde partie.

1. Le facteur de transcription Olig2 : marqueur précoce du lignage
astrocytaire cortical

Des études du lignage des cellules Olig2+, longtemps présumées précurseurs
d’oligodendrocytes uniquement, semblent montrer que ces cellules progénitrices des
zones ventriculaires et sous ventriculaires donnent également naissance a des
astrocytes corticaux (Cai et al.,, 2007; Ono et al.,, 2008). Dans quelle mesure le
lignage Olig2 contribue-t-il a la formation du réseau astrocytaire et a quel stade de
développement ce facteur de transcription est-il impliqué ?

1.1. Olig2 : marqueur précoce d’astrocytes corticaux

En quéte de l'origine de la variabilité de la composition, de I'organisation
structurelle et de I'évolution des clones astrocytaires corticaux chez la souris, nous
nous sommes attachés a remonter aux premiers instants de I'astrogliogenése afin
d’observer les premiers astrocytes générés a la fin de I'embryogenése et analyser
leur morphologie et leur positionnement dans le parenchyme cortical. Pour cela, les
MAGIC Markers ont été électroporés dans les progéniteurs corticaux a E15 et les
cellules marquées ont été analysées par marquage immunohistochimique a E18, PO
et P1 (Figure 48a). A ces stades précoces, la morphologie peu ramifiée des cellules

multicolores rend en effet impossible la discrimination neurone / astrocyte /
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Figure 48. Olig2 transcription factor is an early marker of cortical astrocytes.

(a-b-c) IUE of MAGIC Markers in E15 cortical progenitors shows colocalization of multicolor cells with
Olig2 marker (5-10%) from E18 to P1 and none with S1008 at these early stages. (d) Sagittal sections
of P44 NestinCre;Devbow and P8 Emx1Cre;Devbow mice show neuronal and glial labeling in the
cerebral cortex while the labeling obtained in sagittal section of P10 Tbr2Cre;Devbow mice is
exclusively neuronal and in Olig2™ ™ <R Davbow exclusively glial, with both pial and protoplasmic
like cells clearly identifiables. Images: Karine Loulier & Takuma Kumamoto. (e) 4 months-old
Olig2™™Ace)Rth. Daybow animals display astrocyte coverage of the entire cerebral cortex. (f) IUE of
MAGIC Markers in E13 Olig2™("V4<"®Rth cortical progenitors labels very few and sparse recombined
cells with undetermined morphologies at E18 even though numerous cells express MAGIC Markers
(EBFP2) in absence of Cre action.

Maximal projections over 80 um-thick sections. Means +s.e.m. Scale bars 40 um.

oligodendrocyte sur la base d'une analyse morphologique. Aucun co-marquage
MAGIC Markers / S100B n’est détecté entre E18 et P1 dans le néocortex malgré la
présence de cellules S1003+ dés E18 (Figure 48b-c), confirmant que ce marqueur
caractérise les astrocytes tardifs et par conséquent déja matures. A la recherche
d’autres marqueurs immunohistochimiques permettant de marquer précocement les
astrocytes corticaux, nous nous sommes intéressés au facteur de transcription Olig2
dont plusieurs études indiquent I'expression dans les astrocytes corticaux (Marshall
et al., 2005; Ono et al., 2008; Tatsumi et al., 2018). De maniére intéressante, 5% des
cellules MAGIC Markers+ expriment Olig2 a E18, et cette proportion augmente
jusqu’a 10% a PO et P1 (Figure 48a-b-c). De plus ces cellules MAGIC Markers+/Olig2+
présentent une morphologie ramifiée dans la plaque corticale, distincte des
neuroblastes bipolaires. Ont-elles un devenir astrocytaire dans le cortex de souris
adulte ?

1.2. Les astrocytes générés par le lignage Olig2 proviennent des
progéniteurs de la zone ventriculaire dorsale

Afin de déterminer si les astrocytes protoplasmiques sont bien issus du
lignage Olig2, nous avons croisé des souris de la lignée Olig2™4(™VAc®)Rth (Schilller et
al., 2008) ou la recombinase Cre est activee dans les cellules qui expriment Olig2 a
un moment de leur développement avec de nouvelles souris rapportrices
multicolores générées dans I'équipe a partir des MAGIC Markers. Ces souris CAG-

TCytbow;CAG-Nucbow, ou « Devbow » sont issues du croisement de deux lignées
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transgéniques exprimant respectivement les transgénes Cytbow et Nucbow sous
contréle du promoteur CAG. Elles présentent un marquage multicolore conditionné
par la recombinaison Cre/lox. Des croisements contrdles, réalisés par Karine Loulier
et Takuma Kumamoto (Institut de la Vision) ont été effectués pour vérifier le profil
d’expression multicolore obtenu avec des lignées Cre bien caractérisées. Le
croisement des souris Devbow avec une lignée exprimant Cre sous contréle du
promoteur de la Nestine (Nestin®®;Devbow), une protéine des filaments
intermédiaires de classe VI exprimée dans les cellules souches neurales (Mori et al.,
2005) marque comme attendu les neurones et les cellules gliales dans tout le
parenchyme cortical et a la surface piale (Figure 48d). Un résultat similaire est obtenu
avec le croisement Emx1°;:Devbow, dans lequel la recombinaison est dirigée par le
géne Emx1, un facteur de transcription a homéoboite spécifique du pallium dorsal qui
joue un réle dans la prolifération des cellules souches neurales, la différenciation de
neurones spécifiques des couches corticales et I'engagement vers un lignage
neuronal ou glial (Yoshida et al., 1997; Puelles et al., 2000; Schuurmans and
Guillemot, 2002). En revanche, comme attendu, avec le croisement Tbr2°" ;:Devbow
(T-box brain-2, spécifigue des progéniteurs neuronaux intermédiaires de la zone
ventriculaire et sous ventriculaire (Arnold et al., 2008), seuls les neurones sont
marqués. Les souris obtenues a partir du croisement Olig2™(TVAceRt -Deypow
présentent quant a elles un marquage glial non restreint aux oligodendrocytes dans
le cortex cérébral, avec des cellules possédant une morphologie d’astrocytes piaux
et protoplasmiques a des stades postnataux. Cette nature astrocytaire est confirmée
a des stades plus tardifs avec un immunomarquage qui montre que 80% de ces
cellules expriment également S100 (Figure 48e).

Pour vérifier que ces astrocytes sont bien générés a partir de progéniteurs
corticaux dont la descendance exprime a un moment donné Olig2, les MAGIC
Markers ont été électroporés dans des embryons Olig2™(TVAc&RM (Figure 48f). A E18,
ces embryons présentent déja quelques cellules multicolores réparties dans tout le
parenchyme cortical aprés une électroporation massive visualisée grace aux cellules
non recombinées EBFP2+. Cependant, a ce stade, la morphologie des cellules
recombinées ne permet pas de déterminer leur future identité et elles sont encore en
faible proportion. Les animaux ont ensuite été récupérés a des stades plus tardifs du
développement, a P7 et P21. lls présentent alors un marquage astrocytaire important
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dans le parenchyme et a la surface piale, avec des cellules sceurs visibles
appartenant aux deux sous-types protoplasmique et pial (Figure 49a). Ces résultats
confirment que les astrocytes corticaux, protoplasmiques et piaux, sont bien générés
a partir des progéniteurs de la zone ventriculaire dorsale et qu'ils expriment Olig2 a

un stade de leur développement.

Grace a leur morphologie, la nature des cellules MAGIC Markers+ a été
déterminée : elles comprennent 61% d’astrocytes protoplasmiques, 5% d’astrocytes
de la surface piale, 27% d’autres cellules gliales et 6% de neurones (Figure 49Db).
L’identité astrocytaire des cellules de type protoplasmique a été veérifiée par
marquage immunohistochimique contre I'antigéne S100B (Figure 49c). Les résultats
montrent que les cellules MAGIC Markers+ issues du lignage Olig2 sont toutes
S100B+ a P21 (Figure 49d) alors que seulement 40% le sont deux semaines plus t6t,
une dynamique qui s’inverse pour le marquage Olig2 ou 50% des cellules de type
protoplasmique sont encore Olig2+ a P7 mais seulement 8% deux semaines plus
tard. Ces résultats confirment que le lignage Olig2, via les progéniteurs de la zone
ventriculaire dorsale, génére des astrocytes dont I'expression d’Olig2 diminue avec le
temps. Cette interprétation est appuyée par le fait que I'intensité du marquage Olig2,
mesurée grace aux analyses de pixels sur les cellules Olig2+ de type protoplasmique
ou Olig2+ contréles (cellules correspondant a toutes les cellules Olig2+ d’'un champ
donné, sans distinction de morphologie), diminue entre P7 et P21 pour les astrocytes
protoplasmiques alors qu’elle augmente chez les cellules controles (Figure 49e). Des
immunomarquages sur des coupes adjacentes présentant chacune quelques cellules
sceurs appartenant a un méme clone montrent de plus une co-expression des
MAGIC Markers avec S1008, Aldh1l1 (aldehyde dehydrogenase 1 family member
L1, marqueur spécifique des astrocytes) et Olig2 a P7 (Figure 49f).

L’ensemble de ces résultats montre que I'expression d’Olig2 est partagée par
une grande majorité des progéniteurs d’astrocytes corticaux et ne semble donc pas
étre un facteur associé a la variabilité observée a I'’échelle clonale au sein du réseau
astrocytaire. Se pourrait-il que cette variabilité provienne alors de leur origine

embryonnaire ou postnatale?
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Figure 49. Olig2 derived astrocytes arise from dorsal cortical progenitors.

(a) IUE of MAGIC Markers in E13 Olig2”" cortical progenitors results in the labeling of astrocyte-like
cells of both protoplasmic (PrA) and pial (PiA) subtypes at P7 and P21 with 61%, 5%, 27% and 6% of
labeled cells belonging to PrA, PiA, other glial cells and neurons respectively (b), according to their
morphology. (c) S1008 and Olig2 immunostainings at P7 and P21 show that 40% of astrocyte-like
cells are S100B+ at P7 and 98% at P21 whereas the production of astrocyte-like cells expressing
Olig2 marker reaches 50% at P7 and decreases to 8% at P21 (d). (e) Pixel intensity analysis of
Olig2+ cells (c) show that MAGIC Marker+ labeled Olig2+ astrocyte-like cells have a lower Olig2
signal comparing to random cells and that these levels decrease from P7 to P21 while they increase
in random cells. (f) Immunostainings show colabeling of MAGIC Markers+ sister cells with S1000,
Aldh1l1 and Olig2 at P7 in adjacent sections.

Maximal projections over 80 pm-thick sections. Means ts.e.m. Scale bars: 100 um.

2. Contribution des progéniteurs postnataux au lignhage
astrocytaire

La communauté scientifique s’interroge toujours sur la potentielle contribution
des progéniteurs de la zone sous ventriculaire postnatale au réseau astrocytaire
cortical (Levison and Goldman, 1993; Burns et al., 2009; Ge et al., 2012) (voir a ce
sujet le paragraphe 3.4.2 de l'introduction). Les outils de lignage dont nous disposons
(lignées transgéniques, électroporations des MAGIC Markers) permettent d’aborder
la question de la contribution des progéniteurs postnataux au lignage astrocytaire
cortical, mais aussi d’étudier comment le réseau se construit au cours du

développement a partir des cellules nouvellement générées apres la naissance.

2.1. Génération d’astrocytes corticaux par la zone sous
ventriculaire dorsale postnatale

Les travaux les plus récents (Ge et al., 2012) montrent une absence de
production d’astrocytes par ces progéniteurs postnataux. Pour aller plus loin dans la
description du développement du réseau astroglial cortical, confirmer ou infirmer ce
résultat était une étape importante. Cette question a donc été abordée avec les
nouveaux outils en notre possession. Pour s’affranchir de la dilution des marqueurs
au cours des divisions, un vecteur intégratif (Tol2CAGmEYFP) a été co-électroporé
avec un vecteur épisomal controle (CAG-RFP) a P1 dans des souris sauvages et le

marquage obtenu a été observé a P7 (Figure 50a). Seul un marquage faible

151



a
CAG CAG-RFP CAG Tol2mEYFP

Loy 50000000 + Wi 000000

b[ RFP | [ RFP / Tol2mEYFP

51008 |[  Merge |

Figure 50. Contribution of postnatal SEZ progenitors to the generation of cortical astrocytes.

(a) P1 co-electroporation of episomal CAG-RFP and integrative Tol2mEYFP vectors labels few
astrocytes expressing RFP and markedly more expressing Tol2mEYFP at P7 (b). Labeled cells, of
both pial and protoplasmic astrocyte subtypes are found in all cortical layers. (c) PO electroporation of
SeCre plasmids in Devbow mice labels cortical astrocytes which form clonal groups and are identified
by S1008 or Aldh1L1 immunostaining at P7.

Maximal projections over 80 um-thick sections. Scale bars 100 pm.
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d’astrocytes de types protoplasmique et pial est observé avec les vecteurs
épisomaux (Figure 50b) alors que les vecteurs intégratifs marquent beaucoup plus de
cellules et de maniére plus intense (Figure 50c). L’électroporation de la SeCre dans
des souris Devbow a PO confirme que des astrocytes sont générés par des
progéniteurs bordant le ventricule aprés la naissance et indique par ailleurs que ces
cellules forment des groupes clonaux a P7 (Figure 50c). L’identité astrocytaire de ces
cellules a été confirmée par des marquages immunohistochimiques révélant les
antigenes S100B et Aldh1l1. De plus, la contribution du lignage Olig2 au réseau
astrocytaire n’est pas restreinte aux progéniteurs corticaux embryonnaires car des
astrocytes générés a partir des progéniteurs postnataux sont également marqués par
I'électroporation des MAGIC Markers dans des souris Olig2™(TVAcre)Rth 5 pg
(données non présentées). Ces résultats montrent par conséquent que la
contribution postnatale des progéniteurs de la zone sous ventriculaire dorsale est loin
d’étre négligeable, et révéle également que ces cellules se divisent vite et un nombre
de fois suffisant pour diluer des marqueurs non intégrés lors de la genése du réseau
astrocytaire.

Pour disséquer I'étape de colonisation du cortex par les précurseurs
astrocytaires, le vecteur intégratif Tol2CAG-mEYFP a été électroporé dans des
souris sauvages soit avant la naissance (E15, contréle) soit le jour de la naissance,
et les échantillons récupérés 48 a 72h aprés. Un co-marquage immunohistochimique
contre Olig2 et Aldh111 a été effectué pour vérifier I'identité astrocytaire des cellules
observées (Figure 51). L'expérience contrble montre que dés E18, des cellules co-
exprimant ces deux marqueurs sont visibles dans les couches supérieures du cortex
cerébral (Figure 51a), confirmant la contribution prénatale des progéniteurs corticaux
au réseau astroglial et révélant que les astrocytes générés migrent rapidement vers
la surface piale. Des 48h aprés électroporation postnatale (Figure 51b-c), des
astrocytes sont retrouvés dans la partie supérieure du cortex cérébral, et davantage
72h aprés. lls migrent rapidement et sans apparente localisation préférentielle
colonisant ainsi le parenchyme cortical de maniére homogéne (avec un espacement
régulier). Ce type de répartition homogene parait propice a un agrandissement du

réseau par prolifération locale et avec une dispersion limitée.
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Figure 51. Astrocytes scatter in the embryonic cortical parenchyma.

(a) IUE of integrative Tol2CAGmMEYFP vector in E15 cortical progenitors show labeled cells and
Aldh111+/Olig2+ cells in the upper part of the cortical parenchyma at E18. (b) Postnatal electroporation
of integrative Tol2CAGmMEYFP vector in PO cortical progenitors displays astrocytes (Olig2+/Aldh1l1+)
in the cortical parenchyma at P2 and P3 (c), showing a rapid colonization of the cortical parenchyma.

Maximal projections over 80 pum-thick sections. Scale bar: 150 pm.
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2.2. Contribution postnatale des cellules Nestin+ au réseau
astrocytaire

Pour obtenir plus d’'informations sur le lignage des astrocytes générés apres la
naissance, les souris Devbow ont été croisées avec des souris Nestin-Cre/ERT2
(C57BL/6-Tg(Nes-cre/ERT2)KEisc/J) (Lagace et al., 2007) ou [linjection de
tamoxiféne permet de déclencher la recombinaison et dans les cellules Nestin+ et
d’obtenir un marquage multicolore de leur descendance a un stade précis défini par
I'expérimentateur. Une étude publiée antérieurement (Burns et al., 2009) et des
expériences préliminaires utilisant des marquages immunohistochimiques ayant
montré que la Nestine ne colocalise pas avec des marqueurs astrocytaires S1008 et
GFAP dans le parenchyme cortical (données non présentées) indiquent que les
astrocytes matures n’expriment pas la Nestine et nous ont initialement laissé
supposer que les effets des injections de tamoxiféne durant la premiere semaine
postnatale seraient restreints aux cellules progénitrices Nestin+. Comme attendu, les
résultats ne montrent aucun marquage a P7 en I'absence de tamoxifene (données
contrdles non présentées). En revanche, aprés une injection unique de tamoxiféne a
PO, P2, P3, P4 ou P5, un marquage des progéniteurs et des neurones est observé
dans la zone sous ventriculaire, le RMS (Rostral Migratory Stream), le bulbe olfactif
et le gyrus denté de I'hippocampe (Figure 52a). Sont de plus visibles dans le
parenchyme cortical des astrocytes, dont I'identité est confirmée par co-marquage
avec S100B. Le nombre de cellules générées de type astrocytaire appartenant aux
deux sous-types pial et protoplasmique diminue de maniére importante entre PO et
P5 (Figure 52b) pour atteindre quelques cellules seulement. Des cellules Nestin+
contribuent donc a la formation du réseau astrocytaire durant la premiere semaine
postnatale, mais dans quelles proportions par rapport aux cellules générées aux

stades embryonnaires ?

Nous avons développé une approche pour tenter de distinguer les deux
contributions pré et postnatales a la construction du réseau astroglial. Nous avons
pour cela combiné I'électroporation in utero a E15 d’un vecteur intégratif Tol2CAG-
mEYFP (marquant en vert les astrocytes issus de la contribution pré-natale) et
I'utilisation de souris transgéniques RosaSTOPtdTomato (Madisen et al., 2010) ;
Nestin-CreERT2 (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J (aussi appelées
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Figure 52. Contribution of postnatal Nestin+ cells to the astrocyte network.

(a) Single tamoxifen injections from PO to P5 C57BL/6-Tg(Nes-cre/ERT2)KEisc/J
(hereinafter referred to as Nestin-Cre/ERT2); Devbow pups results in cortical
astrocyte labeling at P7. (b) The number of astrocyte-like cells per mm?®
(containing both pial and protoplasmic subtypes) analyzed at P7 decreases
drastically between PO and P5 tamoxifen injections.

Maximal projections over 80 um-thick sections. Scale bar: 60 um
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Ai9(RCL-tdT)) ; C57BL/6-Tg(Nes-cre/ERT2)KEisc/J) avec l'injection d’'une forte dose
de tamoxiféene a PO pour déclencher la recombinaison dans les cellules Nestin+ et
marquer ainsi en rouge les cellules Nestin+ et leur descendance générées aprés la
naissance (contribution post-natale). On obtient avec ce protocole des cellules
marquées de trois manieres distinctes: YFP+/Tomato+ (représentées en orange,
correspondant a la contribution postnatale, a partir des progéniteurs électroporés) ;
YFP+/Tomato- (en vert, correspondant a la contribution prénatale seulement) ; et
YFP-/Tomato+ (en rouge, correspondant a des cellules issues a des stades post-
nataux de progéniteurs non éléctroporés a E15, non-analysées ici). Le ratio entre
cellules oranges (YFP+/Tomato+) et cellules vertes (YFP+/Tomato-) donne ainsi une
indication des descendances pré et post-natales au sein d’'un méme animal (Figure
53a). Cependant, certaines cellules vertes (YFP+/Tomato-) peuvent aussi provenir
d’'une recombinaison incompléte de l'allele RosaSTOPtdTomato par le protocole
d’injection de tamoxiféne utilisé, et conduire a sous estimer la contribution prénatale.
Pour évaluer cet effet, le taux de recombinaison (nombre de cellules YFP+/Tomato+
divisé par le nombre total de cellules YFP+) a été mesuré dans le RMS (zone
contrdle) (Figure 53b-c) Il s’éleve a 75% au plus proche de la zone sous ventriculaire
(ou se trouvent les cellules récemment générées), pour diminuer progressivement
vers le bulbe olfactif (ou ont migré les cellules générées plus précocement) : une
majorité des cellules ciblées par I'électroporation semblent donc bien capables de

recombiner a PO.

Les résultats obtenus grace a la stratégie ci-dessus suggérent que les
progéniteurs corticaux embryonnaires et postnataux produisent de maniére
équivalente environ 45% d’astrocytes de type protoplasmique et 10% d’astrocytes de
type pial (Figure 53d-e). Les couches II/lll n'ont pas été analysées car elles présentent
un marquage neuronal dense empéchant une identification morphologique fiable.
L’analyse du positionnement des astrocytes de type protoplasmique YFP+/Tomato+
et YFP+/Tomato- dans le parenchyme cortical montre que les cellules générées
aprés la naissance se situent préférentiellement dans les couches supérieures du
cortex cérébral, et plus proches de la surface piale que celles produites par les
progéniteurs embryonnaires (Figure 53f-g). L’ensemble de ces résultats appuie I'idée
d’une double contribution des progéniteurs
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Figure 53. Dual contribution of embryonic and Nestin+ postnatal progenitors to the generation
of cortical astrocytes.

(a) Experimental paradigm to analyze in the same animals at P7 the proportions of cortical astrocytes
derived from embryonic delaminated progenitors (Tol2mEYFP+: prenatal contribution in green labeled
through IUE of Tol2CAGmMEYFP plasmids in E15 cortical progenitors) and from Nestin+ postnatally
labeled cells (Tomato+ postnatal contribution in red labeled through tamoxifen injection at P0). Apical
cortical progenitors that transition to the postnatal SEZ and then express Nestin are
Tol2CAGmEYFP+/Tomato+ (orange). (b-c) Analysis performed in the Rostral Migratory Stream (RMS)
gives a recombination rate from 75% nearby the SEZ to 50% in the vicinity of the olfactory bulb. (d)
IUE of Tol2CAGmMEYFP plasmid in E15 cortical progenitors followed by tamoxifen injection at PO in
Nestin-Cre/ERT2;Ai9 mice results in the labeling of cortical astrocytes with Tol2CAGmEFYP+ cells
(green) and Tol2CAGmEYFP+/Tomato+ (orange) issued from delaminated embryonic and postnatal
progenitors respectively. (e) Proportions of Tol2mEYFP+ and Tol2CAGmEYFP+/Tomato+ astrocytes
per animal show that both embryonic and postnatal progenitors produce around 45% of protoplasmic
astrocytes (PrA) and 10% of pial astrocytes (PiA). (f) Schematic map pointing out the location of
Tol2CAGmMEYFP+ and Tol2CAGmEYFP+/Tomato+ astrocytes. Astrocytes located in the densely
labeled neuronal layers 2/3 were excluded from analyzes as the high neural cell density prevented
proper cell identification based on morphology. (d) Mean relative position of Tol2CAGmMEYFP+ and
Tol2CAGmMEYFP+/Tomato+ astrocytes per animal (where 100% corresponds to pial surface) shows
that postnatal progenitors produce PrA which are located higher in the cortical parenchyma than PrA
produced by embryonic progenitors.

Maximal projections over 80 um-thick sections. Means + s.e.m. Scale bars (b) 160 um; (d) 50 um.
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embryonnaires et postnataux a I'élaboration du réseau astroglial, mais qui ne semble

pas étre a l'origine de la diversité clonale précédemment observée.

En conclusion, les travaux présentés dans cette seconde partie ont permis de
montrer que le facteur de transcription Olig2 est un marqueur précoce d’astrocytes
corticaux impliqué dans le lignage de la majeure partie (et potentiellement la totalité)
des astrocytes issus des progéniteurs situés dans la zone ventriculaire dorsale.
Cependant il semble que I'expression d’Olig2 ne soit pas a l'origine de la variabilité
observée a I'échelle clonale au sein du réseau astrocytaire. D’autre part, ces travaux
démontrent I'existence d’'une double contribution embryonnaire et postnatale des
progéniteurs corticaux au réseau astroglial, dans des proportions qui restent encore
a déterminer. Jusqu’a présent, le modéle de développement astrocytaire accepté par
la communauté scientifique consistait en une premiere phase de colonisation du
cortex cérébral par les cellules de la glie radiaire elles-mémes ou leur descendance
pendant la période prénatale, suivie d’'une phase de prolifération locale massive
postnatale. Les deux premieres parties de ce travail de thése, qui ont feront I'objet de
la publication principale de ces travaux de thése (Clavreul et al., en préparation, en
annexe), permettent d’établir un nouveau modéle comprenant une double
contribution embryonnaire et postnatale des progéniteurs corticaux de la zone
ventriculaire, puis sous ventriculaire (Figure 54). Durant la premiére semaine
postnatale les astrocytes générés par les progéniteurs pré et postnataux vont
proliférer activement et de maniére plus importante dans les couches supérieures du
cortex cérébral, pour finir par remplir 'espace cortical, avec une densification du
réseau. Cette phase dynamique est suivie par une phase de maturation a I'échelle
cellulaire avec I'augmentation du volume des astrocytes et de la complexité de leurs

arborisations.

Les résultats obtenus au cours de ces travaux suggerent que les astrocytes
corticaux présentent au cours du développement une importante plasticité, jusqu’a
présent peu caractérisée (morphologie, dispersion, localisation). Cela pose a présent
la question des mécanismes de régulation intervenant dans le contrle de cette
plasticité. Pour aborder cette question, je me suis intéressée a I'étude de certains
des acteurs moléculaires régulant la prolifération et la migration des astrocytes dans

le cortex cérébral murin.
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Figure 54. A new model for astrocyte development in the mouse cerebral cortex.

Until now the accepted model of mouse cortical astrocyte development consisted in a first phase
where embryonic progenitors colonize the neocortical wall followed by a second phase relying heavily
on local proliferation of these first progenitor settlers after birth, postnatal contribution of SEZ
progenitors being still debated. Here we propose that mouse cortical astrocytes are issued from a dual
contribution of delaminated embryonic apical progenitors and postnatal Nestin+ progenitors.
Furthermore our data show that during the first postnatal week (P4-P7) both pre- and postnatal
progenitors scatter throughout the neocortical wall while proliferating actively and filling up the space
inside clonal boundaries (inward clonal expansion). This dynamic phase is followed by a maturation
phase (P7-P21) where the clones stop both expansion and proliferation while individual astrocytes
increase their volume and processes complexity.
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PARTIE 3: Exploration des mécanismes de régulation du
développement du réseau astrocytaire

Quels sont les mécanismes régulant la mise en place du réseau astrocytaire
décrite dans les deux premiéres parties de ces travaux ? L’organisation clonale
dispersée que nous avons observée implique-elle une migration active des
astrocytes pendant le développement ? Si la migration radiale et tangentielle des
neurones au cours de la formation du cortex cérébral est globalement bien connue
(voir le paragraphe 3.3 de l'introduction), ce n’est pas encore le cas des mouvements
des astrocytes. La stratégie MAGIC Markers utilisée dans I'équipe est idéale pour
étudier les effets cellulaire-autonomes et non cellulaire-autonomes de molécules
candidates via une perturbation expérimentale associée a une couleur spécifique.
L’équipe a validé cette stratégie en associant la forme dominante négative de LGN
(G protein signaling modulator, protéine impliguée dans la régulation de I'orientation
du fuseau mitotique) a une des protéines fluorescentes (mCerulean) exprimées par
le transgéne intégratif "“Cytbow (Loulier et al., 2014). Les animaux électroporés avec
ce plasmide a E14 présentaient trois jours plus tard (E17) un nombre réduit de
cellules exprimant dnLGN, marquées avec mCerulean, au niveau de la zone
ventriculaire, par rapport aux cellules contréles, marquées avec tdTomato et eYFP ;
a l'inverse, un nombre élevé de cellules exprimant dnLGN était retrouvé au niveau de
plaque corticale supérieure, comparé aux cellules contréles. Ces résultats confirment
le phénotype observé précédemment chez la souris LGN KO (Konno et al., 2008) qui
montre I'importance de l'orientation du fuseau mitotique dans la production de la glie
radiaire externe ou apicale, les divisions obliques de la glie radiaires provoquées par
la perturbation induisant un renouvellement des progéniteurs en dehors de la zone
germinale (Shitamukai et al., 2011). Des molécules candidates impliquées dans la
prolifération, la différenciation ou la migration des astrocytes peuvent donc étre
étudiés grace a cette stratégie mosaique.

1. Perturbation mosaique de l’organisation corticale par I’éphrine
B1 intégrée aux MAGIC Markers

Des travaux publiés par le groupe de P. Vanderhaegren montrent I'effet

cellulaire-autonome de I'’éphrine B1 dans l'agrégation des neurones pyramidaux.
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Cette molécule d’adhésion contrOle la distribution des neurones pyramidaux en
restreignant leur migration tangentielle (Dimidschstein et al., 2013). L'éphrine B1 est
également exprimée par les astrocytes dans plusieurs régions du systéme nerveux
central chez la souris et chez 'Homme (Schmidt et al., 2007; Nikolakopoulou et al.,
2016), faisant de cette molécule un acteur potentiel de la régulation de la migration
astrocytaire corticale.

Pour comprendre le réle de la voie Eph/éphrine dans la corticogenese, une
étude en collaboration avec Alice Davy (CBD, Toulouse) a été entamée. L’impact
d’'une suractivation de la signalisation éphrine B1 a tout d’abord été étudié. Pour
disséquer les effets cellulaire-autonomes de cette perturbation (action directe sur les
cellules perturbées) et non cellulaire-autonomes (effet indirect sur les cellules
voisines), la stratégie de perturbation moléculaire mosaique décrite ci-dessus a été
exploitée. Nous avons modifié le transgéne ™Cytbow pour faire co-exprimer une
forme constitutivement active de I'éphrine B1 en association avec le marqueur bleu
(mCerulean) (Figure 55a). Electroporée dans le cortex embryonnaire, cette
construction EfnBow induit une agglomération (clustering) des neurones exprimant la
perturbation (cellules bleues), mais aussi des cellules voisines (rouges et vertes)
n‘exprimant pas cette perturbation, visible a E17 (Figure 55a). Ces résultats
corroborent les résultats précédemment publiés (Dimidschstein et al., 2013) et
mettent en évidence un potentiel effet non cellulaire-autonome de I'éphrine B1 lors
du développement de la cytoarchitecture corticale. Outre les neurones, I'analyse des
stades postnataux (P10) révele également une agrégation anormale des astrocytes
aprés perturbation (Figure 55b), malgré une absence de désorganisation visible du
cortex cérébral, visualisée avec le marqueur nucléaire ToPro3 (données non

présentées). Cependant la couleur bleue étant associé a la perturbation, il est difficile

Figure 55. Long term disruption of cortical organization with EphrinB1.

(a) ™Cytbow transgene modification including the constitutively active form of EphrinB1 is upstream of
the cyan fluorescent protein (Efnbow). Coronal sections of mouse cortical neuroepithlium
electroporated at E14,5 and analyzed at E17 in control situation ("“Cytbow) and with Efnbow where
neuronal clusters (arrowheads) were observed (images: K. Loulier). (b) IUE of EfnBow in cortical
progenitors at E13 shows a phenotype of hypercluserisation of cortical cells at P10, including
astrocytes.

Dotted lines: pial surface and ventricular zone. Scale bars: 100 pm.
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d’effectuer des analyses clonales fiables tout en contrélant le degré de perturbation.
De plus, la perturbation étant intégrée au génome des progéniteurs, cette stratégie
ne permet pas de savoir si le phénotype observé est di a une perturbation des
astrocytes eux-mémes ou a la perturbation des neurones avec lesquels ils
interagissent. Pour répondre a cette interrogation, une stratégie de perturbation
dissociée du marquage multicolore a été élaborée.

2. Perturbation mosaique de I’organisation corticale par I’éphrine
B1 dissociée des MAGIC Markers

Pour mieux caractériser le role de la signalisation éphrine B1 dans la
régulation de l'astrogliogenése, nous avons mis en place une stratégie permettant
I'analyse clonale avec les MAGIC Markers conjointement avec la surexpression de
I'éphrine B1 associée a une 4éme couleur. Pour cela, un transgéne coexprimant la
forme constitutivement active de I'éphrine B1 et I'lRFP 670 (Shcherbakova and
Verkhusha, 2013) sous contréle du promoteur CAG a été construit (Cag-EfnB1-iRFP)
(Figure 56a). Ce travail a en partie été réalisé par Emeline Cuoc, en stage de Master
au laboratoire, sous ma supervision. Cette approche non intégrative permet de doser
lintensité d’'une perturbation transitoire tout en analysant ses effets non autonome-
cellulaires. Les constructions perturbant la signalisation éphrine B1 ont été
électroporées dans les progéniteurs corticaux in utero ciblant ainsi les neurones
générés a E13 sans perturber le réseau neuronal déja présent ni les cellules
générées plus tardivement. Les résultats montrent qu’aux stades E17 et P7, le
phénotype de regroupement neuronal observé avec la construction précédente est
retrouvé et semble restreint aux cellules nées au temps de I'électroporation (couches
[I/IV) (Figure 56b). Cependant, a tous les stades observés, la protéine rapportrice de
la perturbation (iRFP) n’a pu étre détectée.

3. Analyse de la perturbation par I’éphrine B1 in vitro

Pour comprendre la raison de l'absence de détection de la protéine
rapportrice, des tests in vitro ont été effectués afin de rechercher un éventuel
probléme d’expression de I'iRFP ou une toxicité de la construction. Un plasmide
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Figure 56. Short term disruption of local cortical organization with EphrinB1.

(a) Coronal sections of mouse cortical neuroepithlium electroporated at E13 and analyzed at E14.5
(top) and E17.5 (bottom). iRFP was not detected in both conditions. Neurons were organized in
clusters at E17.5 (top; arrowheads). (b) Sagittal sections of mouse cerebral cortex electroporated at
E13 and analyzed at P7. Labeled neurons are organized in clusters at P7 (right; arrows) in comparison
to the homogeneous lateral dispersion of neurons in the control animals (leff). A-B: close ups. Neurons
located in superior layers appear properly organized (B).

Dotted lines: pial surface and ventricular zone. LV: lateral ventricule. Scale bars: (a) 100 um, (b) 300
um.
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contréle exprimant I'iIRFP 670 sous contréle d’'un promoteur CMV a été transfecté
dans des cellules HEK. L'iRFP est détectée correctement en conditions controles,
excluant un probléme de production ou de détection de cette protéine fluorescente.
Au contraire, le plasmide Cag-EfnB1-iRFP est trés faiblement exprimé in vitro (Figure
57a-b), de méme qu’in vivo (Figure 56a, données non présentées) en particulier a
partir de 48h aprés la transfection (Figure 57b-c). Pour détecter I'apoptose, un
marquage immunohistochimique anti-Caspase 3a a été effectué, ne montrant aucune
différence apparente entre les conditions controles et perturbées. Des quantifications
supplémentaires sont nécessaires pour conclure sur ce point. L’analyse des effets de
la perturbation sur le réseau astroglial est pour l'instant suspendue a la résolution du

probleme de I'expression de la protéine rapportrice iRFP.

Au cours de cette troisieme et derniére partie, I'étude du rble de la
signalisation Eph/éphrine dans la prolifération et la migration des astrocytes a été
entamée. Si I'approche innovante de perturbation génétigue mosaique utilisée a
permis d’obtenir des résultats préliminaires semblant indiquer que I'éphrine B1 peut
jouer un réle dans I'espacement régulier des astrocytes dans le parenchyme cortical
et 'agencement des frontieres des domaines formés par leurs prolongements, des
expériences complémentaires pouvant impliquer la modification de la construction

sont nécessaires afin de pouvoir visualiser les cellules perturbées.

Figure 57. Expression and toxcity tests in vitro of Cag-EfnB1-iRFP.

(a) HEK cells were transfected with PCX-EFGP and CMV-iRFP (control) or with Cag-EfnB1-iRFP.
Cells were analyzed 1,2,3 and 4 days post-transfection. (24h and 72h post-transfection: data nol
shown) (b) Estimation of the percentage of PCX-EGFP and iRFP-plasmids (CMV-iRFP or Cag-EfnB1-
iRFP) transfected cells at 48h and 96h post-transfection. The percentage of cells expressing iRFP is
lower than in control. (c) Ratio of the percentage of iRFP-plasmids (CMV-iRFP or Cag-EfnB1-iRFP)
transfected cells in comparison to the percentage of PCX-EGFP transfected cells. The ratio in Cag-
EfnB1 condition is lower than in control. (d) Apoptosis was investigated by using
immunohistochemistry against Caspase-3. The number of cells co-expressing iRFP and Caspase3
(arrowheads) does not seem different between control and Cag-EfnB1 conditions.

Scale bars: 100 um
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Conclusion

Au cours mon travail de doctorat, jai cherché a caractériser la contribution
individuelle des progéniteurs corticaux a la construction du réseau astroglial cortical,
avec notamment I'étude de la composition des clones d’astrocytes qu’ils géneérent,
leur dynamique de prolifération et leur maturation pendant le développement
postnatal. L’approche que jai utilisée a consisté a marquer précocement des
progéniteurs corticaux chez la souris avec des marqueurs multicolores afin
d’identifier les astrocytes qui en sont issus au cours du développement. Grace a
limplémentation de nouvelles approches pour imager les échantillons en grand
volume en collaboration avec I'équipe d’Emmanuel Beaurepaire (Abdeladim et al., en
révision) et en combinant ces méthodologies innovantes d’'imagerie avec I'analyse
multi-clonale, une étude exhaustive du développement du réseau astroglial dans le
cortex cérébral a été effectuée. Plusieurs aspects clefs de la formation du réseau
astroglial ont ainsi été mis en évidence (Clavreul et al., en préparation).

Les résultats indiquent que les progéniteurs corticaux générent des clones
hétérogénes en termes de composition (taille, sous-types d’astrocytes), de
positionnement et de dispersion, qui s’inter-mélent avec leurs voisins au cours d’une
phase dynamique de prolifération et de dispersion pendant la premiére semaine
postnatale, aboutissant & une densification du réseau astroglial, puis d’une phase de
maturation morphologique a I'échelle cellulaire (collaboration avec Gilles Bonvento,
MIRCEN, Cea). Ni le facteur de transcription Olig2, clairement identifié au cours de
ces travaux comme marqueur précoce du lignage astrocytaire cortical, ni la double
contribution embryonnaire et postnatale des progéniteurs corticaux au réseau
astroglial ne semblent étre a l'origine de I'hétérogénéité clonale des astrocytes.
Malgré leur morphologie complexe, les astrocytes corticaux présentent au cours du
développement une importante plasticité jusque-la méconnue, ce qui pose la
question des mécanismes susceptibles de la contréler qui ont fait I'objet de travaux
recherches préliminaires, avec notamment I'étude du réle de I'éphrine B1 dans le
positionnement des astrocytes dans le cortex cérébral murin. La poursuite de ces
travaux permettra de mieux comprendre comment les astrocytes se positionnent et
acquiérent leurs caractéristiques morphologiques au cours du développement du
cortex cérébral, et de préciser la nature de leurs interactions avec leur

environnement neuronal.
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Depuis les trente derniéres années, les études des cellules gliales se sont
intensifiées et le développement ainsi que I'hétérogénéité des astrocytes sont
aujourd’hui des sujets trés suivis dans le domaine des neurosciences. Rien qu’au
cours de ces travaux de thése, de nombreux articles en lien avec ces thématiques
ont été publiés a travers le monde, dont cinq directement liées a certains aspects
clefs de ce projet de thése et qui seront abordés dans cette discussion:
I’hétérogénéité, le développement, les origines, la prolifération et la morphologie des
astrocytes corticaux (Beattie et al., 2017; Stogsdill et al., 2017; Lanjakornsiripan et
al., 2018; Tatsumi et al., 2018; Moroni et al., 2018), sans compter les nombreuses
revues sur le sujet (Bayraktar et al., 2015; Khakh and Sofroniew, 2015; Molofsky and
Deneen, 2015; Schitine et al., 2015; Tabata, 2015; Ben Haim and Rowitch, 2017).

Contrairement aux autres stratégies multicolores (Zong et al., 2005; Garcia-
Marqués and Lopez-Mascaraque, 2013; Garcia-Moreno et al., 2014), notre stratégie
MAGIC Markers permet de marquer efficacement et d’analyser un trés grand nombre
de clones sur un nombre d’échantillons réduit, jusqu’a 160 clones par animal, avec
des marqueurs stables et identifiables par des criteres de combinaisons de couleurs,
d’apparence finale et de continuité définis grace aux mesures de ces différents
parameétres réalisées sur clones uniques. L’analyse de la distribution spatiale et de la
morphologie des marqueurs combinatoires complexes exprimés par les progéniteurs
corticaux et leur descendance astrocytaire a permis de mettre en évidence une
grande variabilité entre populations clonales en termes de nombre et de sous-types

cellulaires générés mais aussi a I’échelle des cellules elles-mémes.

1. Hétérogénéité des progéniteurs corticaux

Les analyses clonales des astrocytes corticaux nous donnent des informations
sur leurs progéniteurs. La variabilité observée en termes de nombre et sous-types
d’astrocytes générés et de leur organisation est-elle d’origine intrinséque avec des
progéniteurs  hétérogénes en termes d’expression génique, d’origine
développementale et de type de descendance ou bien d’origine extrinséque avec des
progéniteurs homogenes qui répondent a des signaux environnants influencant leurs

potentialités et donc leur comportement ?
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1.1. Nombre de cellules générées par les progéniteurs corticaux

Nos résultats montrent que les progéniteurs corticaux ciblés entre E13 et E15
générent 8 a 10 cellules en moyenne, avec une grande variabilité (entre 1 et 42
cellules) qui ne peut pas uniquement étre expliquée par leur localisation finale dans
le parenchyme cortical ou les clones sont de plus grande taille a proximité de la
surface piale puisque le rapport taille/position n’est pas linéaire de la zone
ventriculaire a la surface piale. Les mécanismes de régulation de la génération du
nombre d’astrocytes restent encore a découvrir. Au cours de la neurogenése
corticale, les cellules de la glie radiaire pourraient se diviser un nombre de fois défini
intrinsequement, comme cela semble étre le cas pour la génération des cellules
granulaires cérébelleuses (Espinosa and Luo, 2008), produire un nombre de
neurones prédictible (Gao et al., 2014), avec des sorties de cycle pour un nombre de
cellules (quiescentes) définies au cours de la neurogenese et dont le nombre de
divisions successives entre E11 et E17 (11 chez la souris d’aprés des analyses de
durée du cycle cellulaire et du nombre de cellules en prolifération au cours du
développement) (Takahashi et al., 1995) permettent de modéliser la croissance du
cortex (Takahashi et al., 1996). On pourrait imaginer que les cellules de la glie
radiaire puissent faire de méme au cours de I'astrogliogenése, avec un nombre défini
de divisions cellulaires et une régulation de sortie de cycle sous un contréle temporel
et séquentiel exercé par des facteurs de transcription comme c’est le cas pour les
neurones chez la drosophile (Bayraktar and Doe, 2013; Li et al., 2013), facteurs qui

restent encore a déterminer.

Un régulateur clef du mode de division cellulaire (symétrique ou asymétrique,
neurogénique ou gliogénique) des cellules de glie radiaire a été identifié récemment :
Lgl1 (lethal giant larvae homolog 1, protéine régulatrice de la polarité intracellulaire
(Betschinger et al., 2003; Yamanaka et al., 2003). La perturbation de la fonction
embryonnaire de Lgl1 affecte l'intégrité du neuroépithélium et I'établissement des
zones ventriculaire et sous ventriculaire avec un phénotype d’hétérotopie laminaire
sous-corticale, et aboutit, d'une maniére autonome cellulaire, a une augmentation
massive du nombre de cellules en prolifération dans la plaque corticale de E17 a P7
et du nombre d’astrocytes générés par des progéniteurs individuels sans que l'on
sache si le nombre de progéniteurs gliogéniques (1/6 (Gao et al., 2014)) est
augmenté (Beattie and Hippenmeyer, 2017; Beattie et al., 2017). Approfondir les
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connaissances des mécanismes gliogéniques prolifératifs permettrait de mieux
comprendre la part de I'expansion du cortex au cours de I'évolution associée
spécifiquement a la production de cellules gliales par des progéniteurs intermédiaires
aux capacités prolifératives améliorées comme ce qui a été démontré pour les
neurones dont la production est accrue dans la zone sous ventriculaire externe chez
le primate (Dehay et al., 2015). En particulier, il serait intéressant de caractériser le
nombre de progéniteurs corticaux gliogéniques chez les différentes espéces et son
lien avec I'expansion corticale de I'espéce associée. Grace a nos analyses clonales,
nous connaissons le nombre d’astrocytes produits (= nombre d’astrocytes MAGIC
Markers+) par un nombre défini de progéniteurs corticaux (= nombre de clones
astrocytaires MAGIC Markers+ distincts) dans un volume précis et avec des
analyses de densité réalisées avec un marqueur astrocytaire tel que S1008 ou
Aldh1L1 a des stades matures, il devrait étre possible d’estimer le nombre de
progéniteurs initiaux a I'origine de ce volume cortical précis sans qu’une potentielle
prolifération (et/ou apoptose) différentielle dans le temps et I'espace ou les origines

multiples des progéniteurs n’en biaise le résultat.

Nos résultats confirmant que la prolifération locale est une source importante
d’astrocytes corticaux (Ge et al., 2012), nous ne sommes cependant pas en mesure
d’établir que la production astrocytaire suive un programme aussi déterminé que
celui observé pour les neurones pyramidaux a partir des cellules de glie radiaire
(Gao et al., 2014), et des composantes stochastiques a I'échelle des progéniteurs
individuels pourraient jouer un réle dans cette production (stade du début de la phase
gliogénique, sortie de cycle), expliquant la variabilité que nous avons observée a
I'échelle clonale en termes de nombre de cellules produites. La production
astrocytaire pourrait étre contrblée par des signaux homéostatiques via des
interactions cellule-cellule entre astrocytes pour assurer une couverture compléte du
parenchyme cortical (Molofsky and Deneen, 2015). Une fois la couverture compléte
et les domaines astrocytaires établis, la prolifération s’arréterait. Nos résultats
montrent une production d’astrocytes par les progeéniteurs situés au niveau du
ventricule dorsal a des stades embryonnaires puis postnataux. Le nombre de cellules
par clone pourrait donc dépendre du moment d’arrivée (possiblement variable selon
I'origine embryonnaire ou postnatale du progéniteur) du premier astrocyte dans le
parenchyme cortical et du nombre de divisions qu’il aurait le temps de réaliser avant
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que I'espace ne vienne a manquer. Cette hypothése est appuyée par nos résultats
montrant que le volume clonal n'augmente plus aprés la phase proliférative et que
I’écartement de deux cellules sceurs est moindre a P7 qu'a P4, traduisant une
stabilisation du réseau, responsable notamment de la présence de doublets

d’astrocytes méme en I'absence de prolifération.

D’autres hypothéses pourraient expliquer la variabilité de la taille des clones
astrocytes : I'existence de mécanismes de compétition et/ou apoptotiques. La mort
cellulaire programmée accompagne le développement de nombreux tissus, Yy
compris le systeme nerveux central ou un certain nombre de neurones sont éliminés
une fois les contacts synaptiques établis avec leurs cibles (Dekkers and Barde, 2013)
sans que I'on sache si cela peut s’appliquer au développement astrocytaire cortical.
Des données préliminaires obtenues a partir dimmunomarquages anti Caspase-3a
(marqueur apoptotique) réalisés sur des échantillons MAGIC Markers+ a P7 ne
montrent pas d’astrocytes engagés dans un processus de mort cellulaire (données
non présentées), cependant, nos résultats indiguent aussi que le nombre de cellules
par clone est déja stable a ce stade, laissant supposer que si des événements
apoptotiques interviennent au cours de la gliogenése (encore non documentés), ils
se produiraient selon toute vraisemblance avant la fin de la premiére semaine

postnatale.

Que se passe-t-il une fois que le réseau astrocytaire est stabilisé ? Nos
résultats et ceux d’autres groupes montrent un arrét complet de la prolifération
astrocytaire dans le cortex cérébral au plus tard a P21 (Ge et al., 2012), cela veut-il
dire que leur potentiel prolifératif est perdu? Est-ce que tous les astrocytes peuvent
étre considérés comme des progéniteurs ? La prolifération astrocytaire reprend en
situation d’astrogliose qui consiste en des changements moléculaires, cellulaires et
fonctionnels des astrocytes en réponse aux pathologies et Iésions du systéme
nerveux central (Sofroniew, 2014). D’autre part les astrocytes agissent en tant que
cellules souches neurales (cellules B1) au niveau de la zone sous ventriculaire adulte
pour générer des neurones tout au long de la vie (Doetsch et al., 1999; Kriegstein
and Alvarez-Buylla, 2009; Bayraktar et al., 2015). Si les cellules souches neurales
adultes expriment de nombreux marqueurs astrocytaires tels que GFAP (Doetsch et
al., 1999), Glast (Mich et al., 2014) et Aldh1L1 (Foo and Dougherty, 2013), ces deux

populations (astrocytes réactifs — cellules souches neurales) different par les types
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cellulaires qu’elles générent et leurs expressions géniques respectives, et ce en
fonction des zones cérébrales (Gotz et al., 2015). Par ailleurs, les cellules souches
neurales adultes ayant accés aux ventricules (Doetsch et al., 1999; Alvarez-Buylla
and Garcia-Verdugo, 2002), tout comme les cellules de la glie radiaire (qui perdent
ce contact au cours de leur différenciation en astrocytes (Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009)), le contact avec le ventricule pourrait étre important pour véhiculer les
signaux neurogéniques, et pourrait en partie étre responsable des capacités
prolifératives différentielles entre des populations astrocytaires distinctes. Une étude
réalisée dans le striatum murin adulte montre par ailleurs que la capacité
neurogénique des astrocytes serait conservée chez I'adulte (en dehors des cellules
souches neurales des zones neurogéniques adultes) mais inhibée via la voie de
signalisation Notch. Le blocage de la signalisation Notch, qui survient en cas
d’accident vasculaire cérébral, entraine les astrocytes dans un processus
neurogénique (Magnusson et al 2014). Cependant, il reste a déterminer si ce
mécanisme est également actif dans le cortex cérébral.

Il'y a aujourd’hui un réel besoin d’identifier les populations astrocytaires
prolifératives postnatales, ou ayant conservé cette capacité proliférative afin de
pouvoir I'induire ou I'inhiber dans des contextes pathologiques spécifiques (avec des
facteurs de transcription a déterminer par exemple). En effet si les bénéfices de
I'astrogliose sont nombreux : réparation d’une lIésion, préservation des fonctions
neurologiques et protection des tissus contre les ischémies, infections, traumatismes,
inflammations auto-immunes et la neurodégénération, il y a cependant des
inconvénients dans certaines circonstances spécifiques: exacerbation de
linflammation, diminution de [I'excitotoxicité du glutamate, inhibition de la
régénération axonale (Sofroniew, 2014), encourageant le développement de
thérapies permettant la régulation de cette réaction. Un moyen de réduire la
formation de la cicatrice gliale tout en remplacant les neurones endommagés au
niveau d’une zone lésée est la reprogrammation directe de la glie réactive de cette
zone (Ninkovic and Gétz, 2018). La reprogrammation consiste a transformer une
cellule différenciée en cellule pluripotente pour lui faire générer des neurones par
exemple, ou en une autre cellule différenciée (reprogrammation directe). Il est
désormais possible de reprogrammer in vivo chez la souris i) des astrocytes en

neuroblastes dans le striatum adulte en délivrant le facteur de transcription SOX2
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(essentiel pour le maintien de la pluripotence des cellules souches embryonnaires)
par injection virale de lentivirus sous promoteur hGFAP infectant les astrocytes
résidents, et qui se différencieront en neurones matures, fonctionnels et intégrés aux
réseau neural local en présence de facteurs neurotrophiques (Niu et al., 2013) ; ii)
des astrocytes GFAP+ en neurones par injection virale des géenes de conversion
neurale achaete-scute complex-like 1 (Ascl1), brain-2 (Brn2a), et myelin transcription
factor-like 1 (Myt1l) dans le striatum (Torper et al., 2013); iii) des astrocytes réactifs
corticaux adultes directement en neurones glutamatergiques s’intégrant au réseau
neural local par injection rétrovirale du facteur de transcription NeuroD1 (Guo et al.,
2014). L’ensemble de ces études apporte des résultats prometteurs pour envisager
la reprogrammation des astrocytes en neurones en tant que thérapie pour traiter des
circuits neuronaux dysfonctionnels en particulier dans le cas des maladies
neurodégénératives. Comme certaines sous-populations de cellules sont résistantes
a la reprogrammation (Treutlein et al., 2016), il est nécessaire de mieux caractériser
I'nétérogénéité des astrocytes adultes et leur origine développementale, d'identifier
les populations prolifératives astrocytaires et peut étre d'autres populations encore
non caractérisées, et ce a I'échelle des différentes couches corticales via des études
alliant séquencgage d’ARN sur cellules uniques et souris transgéniques sous controle

de promoteurs spécifiques des astrocytes.

L’ensemble de nos résultats ainsi que les mécanismes gliogéniques connus
ne permettent pas a ce jour d’expliquer la variabilité constatée en termes de nombre
d’astrocytes générés par les progéniteurs corticaux mais les sous-types d’astrocytes

observés nous éclairent sur les potentialités de ces progeéniteurs.

1.2. Sous-types astrocytaires et autres cellules générés par les
progéniteurs corticaux

Quelle est la contribution des progéniteurs corticaux aux différents lignages
cellulaires ? Bien que la majeure partie de mes travaux se soit focalisée sur les
astrocytes et leurs différents sous-types protoplasmique et pial situés dans le
parenchyme cortical, les méthodes que jai employées ont également apporté des

éléments concernant d’autres types cellulaires présents dans le cortex cérébral.
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Astrocytes protoplasmiques — Astrocytes piaux/fibreux

Contrairement aux résultats obtenus avec la méthode StarTrack (utilisant un
promoteur GFAP) en faveur de I'existence de cellules progénitrices spécialisées pour
un sous-type d’astrocytes (protoplasmique ou pial) avec 87.3% de clones
homogénes a proximité de la surface piale (50.7% piaux et 36.6% protoplasmiques)
(Garcia-Marqués and Lépez-Mascaraque, 2013), nos données utilisant le promoteur
ubiquitaire CAG montrent clairement I'existence de progéniteurs corticaux bipotents,
capables de générer les deux sous types d’astrocytes, avec plus de 80% des
astrocytes de type pial appartenant a des clones hétérogénes dont les proportions en
astrocytes protoplasmiques et piaux sont trés variables d’un clone a l'autre. Nos
observations de morphologies intermédiaires entre astrocytes de type
protoplasmique et astrocytes de type pial ayant un phénotype de type fibroblaste
d’'un c6té et un phénotype ramifié de l'autre au niveau de la surface piale sont en
faveur de [l'existence de progéniteurs bipotents. L’appartenance des cellules
générées a un sous-type astrocytaire particulier pourrait étre principalement liée a
leur localisation dans le cortex cérébral. Cependant, cela ne permet pas d’affirmer
que tous les progéniteurs ont strictement les mémes potentialités. Nos résultats
montrent que cette potentialité n’est pas modifiée entre les progéniteurs marqués au
stade E13 et ceux marqués a E15, mais rien ne prouve que ce n’est pas le cas
ultérieurement, puisque nos résultats montrent également que les progéniteurs
postnataux continuent de générer des astrocytes de la surface piale. La présence de
clones hétérogénes dans les couches supérieures du cortex cérébral et de
morphologies intermédiaires pourrait indiquer que la frontiére entre les deux sous-
types astrocytaires est fine. Cependant, comme ils expriment des marqueurs
moléculaires différents, il serait intéressant de comprendre la maniere dont ils
changent de morphologie et d’expression génique, et si cela est dépendant de
signaux externes (venant des méninges par exemple), et dans quel ordre
chronologique cela se produit. Nous avons observé des paires de cellules EdU+
contenant les deux sous-types astrocytaires montrant qu’ils peuvent provenir de
divisions locales tardives mais l'identité de la cellule initiale (protoplasmique, piale ou
progénitrice intermédiaire) est inconnue. L’absence de morphologies intermédiaires
prolifératives indiquerait que les astrocytes conserveraient leur morphologie
complexe ramifiée au cours de leur division. L’utilisation de techniques d’imagerie

biophotoniques multicolores en temps réel sur tranches épaisses ou grace a des
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fenétres craniales permettrait de mieux comprendre le mode de division et la
morphogenése de ces astrocytes résidents a condition toutefois que ces protocoles
ne fassent pas entrer ces astrocytes dans un processus d’astrogliose (astrocytes

réactifs).

Par ailleurs la méthode StarTrack montre des clones d’astrocytes presque
exclusivement protoplasmiques ou fibreux (dans la substance blanche), suggérant
qu’ils sont générés par des progéniteurs indépendants (Garcia-Marqués and Lopez-
Mascaraque, 2013), il serait intéressant de vérifier ce résultat avec notre stratégie.
Cependant la densité de marquage obtenue dans le corps calleux avec les
électroporations des MAGIC Markers sous contréle du promoteur ubiquitaire CAG
étant extrémement importante, une adaptation de la méthode est a prévoir pour
pouvoir effectuer des analyses clonales fiables.

Astrocytes — Oligodendrocytes

Ces travaux de thése se sont focalisés sur les populations astrocytaires,
cependant, au cours de nos analyses clonales sur des animaux aux stades P7 et
P21, nous avons repéré et quantifié un certain nombre de clones gliaux composés de
cellules n’ayant ni une morphologie astrocytaire (ou alors trés immature et
morphologiqguement non reconnaissable), ni neuronale (catégorie « autre ») dans le
cortex cérebral (Figure 58a). Ainsi 8.5% des clones observés n’étaient pas
astrocytaires, 8% contenaient des astrocytes protoplasmiques et d’autres cellules,
0.25% contenaient des astrocytes piaux et d’autres cellules, et 3.1% contenaient les
trois catégories, suggérant un lignage commun entre ces cellules (Figure 58a).
Cependant, rien n’indique que ces proportions sont conservées chez l'adulte, le

développement oligodendrocytaire étant plus tardif que celui des astrocytes.

Bien que notre étude se soit concentrée sur des stades développementaux
(jusqu’a P21), nous avons laissé des animaux électroporés a E14 avec les MAGIC
Markers vieillir jusqu’a trois et six mois (Figure 58b). Ces échantillons révelent des
clones de trés grande taille (plus de 50-100 cellules) de cellules a morphologie
oligodendrocytaire ou NG2, Olig2 négatifs, a la fois dans les six couches corticales
mais aussi au niveau du corps calleux. Selon les utilisateurs de la méthode StarTrack
(toujours avec un promoteur GFAP), une grande partie de ces cellules, formant

d'immenses clones de plusieurs centaines de cellules (dont la taille augmente

178



B Protoplasmic A. PrA/PiA
W Pial A, B PrA/ Other glial cells

® Other glial cells PiA / Other glial cells

B Pra/PiAjO.

E14 - 3months

Figure 58. Potentialité des progéniteurs corticaux individuels a générer plusieurs sous-types
gliaux.

(a) Exemples d’autres types gliaux observés a P7 et générés par les progéniteurs corticaux ciblés par
électroporation in utero des MAGIC Markers entre E13 et E15 et proportions des types de clones
homogénes et hétérogénes observés a P7 et P21. (b) Vue sagittale du cortex cérébral agé de trois
mois apres électroporation in utero des MAGIC Markers a E14 et exemples de clones observés au
niveau du corps calleux, de la surface piale et au milieu du parenchyme cortical.

Projections maximales d’images confocales de coupes sagittales de 80 ym. Barres d’échelle : 50 um.
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progressivement et massivement jusqu’a au moins l'age de 8 mois) apres
électroporations in utero a E14 des progéniteurs du pallium dorsal, sont NG2+
(Garcia-Marqués et al., 2014). Il a été montré que les cellules NG2+ pouvaient
produire des astrocytes (Zhu et al., 2007), a moins que ces cellules NG2+ ne
disparaissent au cours de ce processus, nous devrions donc retrouver dans nos
échantillons des clones composés des deux types cellulaires. Nos observations
préliminaires ne révélent pas de combinaisons de couleurs complexes partagées
entre les cellules NG2+ et des astrocytes, et les électroporations des MAGIC
Markers dans les souris Olig2Cre n’ont révélé qu’un seul clone non exclusivement
astrocytaire mais cela mérite des quantifications approfondies afin de déterminer si
les cellules NG2+ et/ou les oligodendrocytes ainsi que les astrocytes proviennent
d’un progéniteur commun, et a quel stade du développement ces différents lignages
divergent. D’aprés leur disposition dans le parenchyme cortical, il est fort probable
que ces cellules se divisent massivement et localement a des stades tardifs
postnataux, a la maniére des astrocytes mais en formant des clusters uniques et peu
dispersés dont la dynamique de prolifération reste a déterminer.

Astrocytes — Cellules épendymaires

En exploitant les techniques de suivi du lignage hautement résolutives MAGIC
Markers et MADM au cours d’'un projet auquel jai collaboré, I'équipe de Nathalie
Spassky montre que les cellules B1 et les cellules épendymaires sont issues d’un
progéniteur commun (Ortiz Alvarez et al., en révision, en annexe). Ces cellules de la
glie radiaire produisent d’abord des cellules B1 par division symétrique et
asymeétrique puis les cellules épendymaires sont générées par une division terminale
symeétriqgue grace a une régulation opérée par les membres de la famille des
géminines (connues pour leur réle dans le controle de la réplication de I'ADN et la
régulation du lignage cellulaire, elles sont fortement exprimées dans les cellules B1
en prolifération). Les expériences ayant été conduites dans la zone ventriculaire
ventrale, il serait intéressant de vérifier ces résultats au niveau du pallium dorsal et
d’effectuer des analyses clonales afin d’identifier un éventuel progéniteur commun

entre ces cellules et les astrocytes protoplasmiques et piaux que nous avons étudiés.

Astrocytes — Neurones
En électroporant les MAGIC Markers a E13 dans les progéniteurs corticaux,

nous observons des combinaisons de couleurs communes entre astrocytes
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E14 ->E18

Figure 59. Stratégies d’étude du lignage commun entre astrocytes et neurones dans le cortex
cérébral.

(a) Astrocytes et neurones partageant des combinaisons de couleurs complexes a P7 aprés
électroporation des MAGIC Markers dans les progéniteurs corticaux au stade E15. (b)
L’électroporation in utero de la SeCre dans les embryons Devbow ;Devbow au stade E14 montre a
E18 des combinaisons de couleurs complexes dans les neurones pyramidaux, ainsi qu’'un marquage
multicolore neuronal et astrocytaire a 2 mois (c).

(b-c) : images : K. Loulier. Barres d’échelle : 50 pm.
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protoplasmiques et neurones pyramidaux (Figure 59a). Cependant le marquage
épisomal présent dans les neurones nous empéche deffectuer des analyses
clonales fiables avec cette stratégie. Si le lignage commun astrocytes — neurones
n‘est pas nouveau (Magavi et al., 2012; Gao et al., 2014), I'organisation clonale
précise de ces cellules et au sein d’autres colonnes corticales formées par des
progéniteurs voisins n’est pas connue, de méme que les interactions entre cellules
sceurs de type différent dans les différentes couches corticales. Ces différents
aspects pourront étre approfondis grace a I'électroporation de la SeCre dans les
souris multicolores MAGIC Markers, pour marquer de maniere stable et distincte
avec des combinaisons de couleurs complexes les progéniteurs corticaux ainsi que
leur descendance neuronale et gliale en s’affranchissant des inconvénients liés a

I'utilisation de vecteurs épisomaux (Figure 59b-c).

2. Maturation du réseau astroglial

Notre étude illustre et analyse pour la premiére fois I'architecture clonale des
astrocytes corticaux en trois dimensions dans un grand volume, la maniére dont les
cellules sont interconnectées entre elles ainsi que leur maturation morphologique a

I’échelle individuelle.

2.1. Organisation du réseau astroglial au cours du développement

Nos analyses montrent une grande diversité de [I'architecture clonale
astrocytaire et par conséquent de la dispersion des cellules qui occupent des
volumes clonaux extrémement variables. Si leur organisation globale, qui se stabilise
des la premiére semaine postnatale semble suivre le mode colonnaire
précédemment documenté (Magavi et al., 2012), I'étendue des capacités de
dispersion des astrocytes semble avoir été sous estimée. De plus, si le volume clonal
augmente globalement avec le nombre de cellules dont les clones sont composés, le
nombre de cellules par clone n’est probablement pas le seul élément a jouer un réle
dans I'occupation spatiale clonale, et la position des premiers astrocytes générés a
partir des cellules de glie radiaire est sirement déterminante, expliquant le nombre
variable d’éléments déconnectés (clusters ou cellules isolées) retrouvés au sein de

chaque clone.
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Beaucoup de questions restent cependant en suspens concernant
I'organisation des astrocytes qui forment chez I'adulte un réseau continu de cellules
aux territoires exclusifs. A partir de quel stade développemental le réseau astroglial
est-il continu? Nos observations sont en faveur d’'une absence de continuité du
réseau aux stades précoces. En effet, notre modele suggere une dispersion des
astrocytes dans tout le parenchyme cortical une fois générés a partir des
progéniteurs embryonnaires et postnataux suivie d’une prolifération locale en accord
avec les études précédentes (Burns et al., 2009; Ge et al., 2012), et d’'une
complexification de leur morphologie. Pour appuyer ces résultats, il serait néanmoins
nécessaire d’analyser la couverture astrocytaire a des stades précoces en utilisant
par exemple le croisement de souris transgéniques multicolores MAGIC Markers
avec des souris Emx1Cre ou Olig2Cre voire Aldh1l1Cre afin de couvrir I'ensemble
des différentes populations astrocytaires au cours du développement et comparer la
densité et |a taille des astrocytes observés a une couverture théorique maximale.

2.2. Maturation morphologique

Les analyses quantitatives de I'arborisation astrocytaire sont trés récentes.
L’utilisation de marqueurs tels que GFAP (Kulkarni et al., 2015; Tavares et al., 2017)
(Figure 60a), S100B ou Aldh1l1 ne permettant pas d’évaluer toute I'étendue de la
complexité morphologique des astrocytes, ce n'est qu'avec l'arrivée récente des
protéines rapportrices comme la GFP, en lignée transgénique ou en électroporation
que la cartographie de leur arborisation est devenue possible. La technique de
modélisation développée par nos collaborateurs (E. Hernandez et G. Bonvento, Cea,
Fontenay-aux-Roses) est la premiere a proposer une segmentation semi-
automatisée aussi aboutie qui génére des données complétant et approfondissant
des résultats publiés récemment. Des analyses de surfaces astrocytaires assez
imprécises réalisées sur Imaris (Bitplane) (Figure 60b) et de Sholl (nombre
d’intersections entre les branches et des cercles concentriques virtuels émanant du
centre du soma) (Sholl, 1953) sur des prolongements d’astrocytes en culture
marqués avec 'EGFP se sont malgré tout révélées suffisantes pour montrer une
augmentation de la complexité astrocytaire entre P7 et P21 dans le cortex cérébral
murin (Stogsdill et al., 2017) que nos résultats confirment. Des analyses de Sholl et
de volumes sur des astrocytes isolés marqués avec MADM et effectuées avec

FilamentTracer sur Imaris (Bitplane) montrent également une complexité largement
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Figure 60. Stratégies d'analyse de la morphologie astrocytaire.

(a) Reconstructions d’astrocytes corticaux de rat a partir dimmunomarquages GFAP en situation
contréle ou de lésion (d’apres Tavares et al., 2017). (b) Modélisation d’astrocytes corticaux murins
exprimant des protéines fluorescentes endogénes avec des surfaces (Imaris) (d’aprés Stogsdill et al.,
2017). (c) Modélisation d’astrocytes corticaux de souris Glast-EMTB-GFP & P60 avec Filament Tracer
(Imaris) a partir des microtubules marqués (d’apres Lanjakornsiripan et al., 2018). (d) Modélisation
d’astrocytes corticaux marqués avec les MAGIC Markers grace au plugin Vaa3D- Neuron2 Auto
Tracing Based on APP2 (Images et modéles : E. Hernandez, barres d’échelles : 10 um).
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sous estimée par rapport a celle mesurée avec nos outils ainsi qu’un volume inférieur
a P21 (20 000 pm?® en moyenne contre 70 000 um® avec notre stratégie) (Beattie et
al., 2017). Une étude récente utilisant des souris Glast-EMTB-GFP pour marquer les
microtubules astrocytaires et la méthode de transparisation CUBIC (Susaki et al.,
2014) pour reconstruire la morphologie astrocytaire dans le cortex cérébral montre
des volumes déja plus proches de nos ordres de grandeur a P60 (80-100 000 pm®)
(Lanjakornsiripan et al., 2018) (Figure 60c). La encore la complexité des branches est
évaluée par des analyses de Sholl sans indication du nombre de ramifications avec
de plus une incertitude sur le fait qu’elles soient toutes modélisées. Notre stratégie
apporte ces informations sur les ramifications (Figure 60d) mais manque peut-étre elle
aussi les ramifications les plus fines a cause d’une résolution insuffisante et que des
différences observées entre P7 et P21 soient sous-estimées puisque les analyses
étant effectuées sur des coupes de 80 um, seuls les astrocytes contenus
intégralement dans cette épaisseur ont été comptabilisés. Pour contrer ces
limitations il faudrait augmenter la résolution des images tout en augmentant

I’épaisseur des couches via I'imagerie biphotonique par exemple.

Notre stratégie apporte également des informations sur I'épaisseur des
branches, qui n’a pas été étudiée jusqu’a présent (mise a part la description, sans
quantifications, de branches principales et de branches secondaires, basées sur des
marquages GFAP+) et qui mériterait d’étre approfondie dans de futurs projets. Des
questions relatives a la caractérisation des branches astrocytaires restent notamment
en suspens : les branches s’affinent-elles au cours du développement tandis que les
astrocytes augmentent en taille ? Nos résultats montrent que le volume des
arborisations reconstruites (différent du volume territorial) augmente de P7 a P21,
suggérant que la formation de nouvelles branches ne se fait pas par segmentation
des branches existantes (ou du moins pas intégralement), mais ne cela veut pas dire
qu’il n'y a pas également un affinement. Est-ce que I'épaisseur des branches est
homogéne au sein du territoire astrocytaire ou est-ce que celles-ci s’affinent en
s’éloignant du corps cellulaire ? D’aprés les modéles reconstruits, cela semble étre le
cas, avec cependant des variations d’épaisseur le long des branches. Il serait
intéressant de comprendre le role physiologique de ces bourrelets. Qu’en est-il des
terminaisons astrocytaires en contact avec les vaisseaux sanguins pour les

astrocytes juxtavaculaires ? Sont-elles plus épaisses et/ou plus densément
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organisées ? A quel moment du développement ce contact se met-il en place ? Des
analyses morphologiques associées avec des marquages immunohistochimiques
comme lisolectin B4 ou CD31 (marquage des cellules endothéliales) seraient a

envisager pour répondre a ces questions.

Quels sont les mécanismes moléculaires sous-tendant cette complexification
morphologique au cours du développement ? La famille des neuroligines (protéines
d’adhésion cellulaire), exprimées dans les astrocytes, a été récemment décrite
comme intervenant dans la morphogenése astrocytaire, la formation et le
fonctionnement des synapses excitatrices au cours du développement cortical, via
les neurexines neuronales (Stogsdill et al., 2017). De maniere intéressante, les
auteurs de cette étude réalisée dans le cortex visuel, montrent que -cette
morphogenése intervient directement en lien avec l'activité sensorielle (I'ouverture
des yeux dans ce cas précis). Une autre étude montre que la perturbation de Lgl1
induit un délai de croissance morphologique des astrocytes protoplasmiques
corticaux qui est cependant compensé des P21 (Beattie et al., 2017). Cependant,
I’étude de la morphogenése astrocytaire en est encore a ses débuts et nul doute que

des mécanismes de régulation supplémentaires restent encore a découvrir.

En étudiant la morphologie des astrocytes dans le cortex cérébral,
Lanjakornsiripan et ses collegues montrent, entre autres, des différences
morphologiques entre les astrocytes des différentes couches corticales
(Lanjakornsiripan et al., 2018), ce qui pose a présent la question de I'hétérogénéité
des astrocytes au sein d’un environnement neuronal divisé en couches corticales

distinctes.

3. Hétérogénéité des astrocytes au sein des différentes couches
corticales

Grace a nos analyses clonales multicolores, plusieurs dizaines de milliers de
cellules ont été analysées (57235). De ces observations, le résultat majeur se trouve
étre la variabilité des astrocytes au sein des différentes couches corticales, a
I’échelle morphologique et proliférative, et qui pourrait étre mise en relation avec une

hétérogénéité fonctionnelle.
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3.1. Hétérogénéité morphologique

Mes analyses volumétriques d’astrocytes montrent une hétérogénéité
morphologique dépendant partiellement de leur localisation dans le parenchyme
cortical. N'ayant pas utilisé de marqueurs de couches, nous n’avons pas réalisé
d’analyses spécifiques de couches corticales du fait de la stratégie d’'imagerie en
grand volume Chrom-SMP utilisée pour ces mesures, incompatible avec des
immunomarquages. Il aurait fallu travailler sur coupes épaisses, avec le risque que
les anticorps aient une pénétration limitée et que les astrocytes de grande taille
soient tronqués. Par ailleurs, un seul marqueur aurait pu étre utilisé a la fois, dans la
bande spectrale infrarouge, les MAGIC Markers occupant déja les autres bandes
spectrales dont nous disposons. J'ai pu cependant observer que les astrocytes
proches du corps calleux et de la surface piale sont moins volumineux que les
autres. Ces observations sont compatibles avec les analyses tridimensionnelles de
Lanjakornsiripan et ses collegues qui montrent également des différences dans
I'orientation des cellules et I'étendue de leur arborisation entre les astrocytes des
couches corticales Il/ll et ceux de la couche VI (Lanjakornsiripan et al., 2018). lls
montrent ainsi que dans les couches Il/lll, les astrocytes sont allongés verticalement,
vers la surface piale, alors que dans la couche VI ils s’allongent horizontalement et
ont une arborisation moins complexe. Les astrocytes étant impligués dans les
transmissions synaptiques, ces morphologies spécifiques ont probablement un lien
avec la morphologie des neurones dans ces différentes couches (densité dendritique
et synaptique), elles-mémes directement liées aux rbles et projections de ces
neurones au sein des différentes couches corticales.

3.2. Hétérogénéité moléculaire et fonctionnelle

Les populations astrocytaires sont hétérogenes sur le plan morphologique
mais également sur le plan moléculaire. Cependant cet aspect n’a pas été abordé au
cours de mes travaux et mériterait d’étre approfondi. Avec de multiples stratégies de
séquencage d’ARN, de spectrophotométrie de masse, d’électrophysiologie, de
microscopie  électronique en volume et des analyses fonctionnelles
immunohistochimiques et morphologiques, Chai et ses collegues ont montré de
maniére tres compléte les différences morphologiques, fonctionnelles et moléculaires
entre les astrocytes hippocampaux et striataux (Chai et al.,, 2017). Il serait trés

intéressant de faire la comparaison avec les astrocytes des différentes couches
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corticales. Lanjakornsiripan et ses collégues ont quant a eux montré premiérement
des différences d’interactions synaptiques astrocytes-neurones en microscopie
électronique et deuxiemement des différences d’expression génique entre les
couches Il/ll et la couche VI aprés dissection des couches corticales de souris
Aldh1l1-eGFP, tri des cellules par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) et
séquencage d’ARN. Par ailleurs, chez les souris reeler, Dab1 (disabled-1 gene,
régulateur de la voie de signalisation reeline impliqué dans la migration neuronale) et
Dab1"" :NexCre (neuronal helix-loop-helix protein-1, spécifique des neurones), les
différences moléculaires et morphologiques entre les astrocytes des couches
inférieures et supérieures sont modifiées, suggérant une importance capitale de la
voie de signalisation reeline et plus spécifiquement l'organisation des couches
neuronales dans I'établissement de la morphologie astrocytaire (Lanjakornsiripan et
al.,, 2018). Comme c’est le cas pour les neurones, les astrocytes pourraient par
conséquent avoir des réles spécifiques dépendant de leur localisation dans le
parenchyme cortical, et probablement du type de neurones situés a proximité.

Les astrocytes de la couche | présentent en particulier une activité calcique
différente de celle des astrocytes des couches Il/lll (Takata and Hirase, 2008). Les
astrocytes étant impliqués dans plusieurs aspects de la plasticité corticale
développementale et adulte dans des zones spécifiques, leurs rbles spécifiques
pourraient étre liés aux cartes corticales (Lopez-Hidalgo and Schummers, 2014).
Parmi ces cartes corticales, on peut citer le trés étudié cortex a tonneaux, qui est la
zone somatosensorielle corticale de la couche IV recevant des informations en
provenance des vibrisses chez les rongeurs, ou l'activité calcique des astrocytes est
liee a I'activité synaptique et ou de nombreuses fonctions particuliéres des astrocytes
du contréle neurnal et synaptique ont été identifiees (Schipke et al., 2008; Benedetti
et al., 2011; Han et al., 2014; Sims et al., 2015). Bien que mes travaux ne se soient
pas concentrés sur ces structures, il serait intéressant de regarder s’il y a une
organisation clonale particuliére a l'intérieur des tonneaux et si les cellules sceurs y
ont des interactions privilégiées. Des analyses clonales tridimensionnelles avec les
MAGIC Markers, mais aussi fonctionnelles (visualisation de I'activité calcique par
exemple) ainsi que transcriptomiques (séquencage d’ARN) et protéomiques sur
cellules sceurs pourraient apporter des réponses a ces questions.
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3.3. Hétérogénéité proliférative

Le caractere hétérogene de la prolifération gliale postnatale a essentiellement
été étudié par comparaisons entre types gliaux et/ou régions cérébrales, souvent
chez I'adulte (Gensert and Goldman, 2001; Emsley and Macklis, 2006) et/ou dans la
substance blanche (Gensert and Goldman, 1996). Trés peu d’études ont été
réalisées dans le cortex cérébral et encore moins au sein des différentes couches
corticales. Les quelques études focalisées sur la prolifération locale astrocytaire de la
période périnatale a la fin du développement ne font pas de distinction entre les
différentes couches corticales (Ge et al., 2012; Moroni et al., 2018) voire n’analysent
pas les couches inférieures avec des injections de rétrovirus rapporteurs de la GFP
infectant les cellules en division effectuées dans les couches | a IV (Ge et al., 2012).

Mes résultats montrent premiérement que les clones d’astrocytes situés dans
les couches supérieures du cortex cérébral sont de plus grande taille, que ceux
situés dans les couches inférieures, qu’ils soient composés d’un ou plusieurs sous-
types d’astrocytes. Deuxiemement, les astrocytes corticaux en prolifération MAGIC
Markers+/EdU+ sont situés en majorité dans les couches corticales supérieures. Une
densité astrocytaire plus importante dans les couches supérieures serait-elle
responsable de ces différences ? Bien que je n‘aie pas quantifié la densité
astrocytaire dans les différentes couches corticales, mes observations ne semblent
pas aller dans ce sens. De plus, dans les souris Aldh1L1-EGFP, la zone de
couverture EGFP par astrocyte est stable dans les couches | a VI a P7 et P21
(Stogsdill et al., 2017).

Une activité mitogénique plus importante pourrait expliquer la présence de
groupe clonaux plus gros, cependant ne peuvent pas étre exclus i) un phénoméne
physiologique de mort cellulaire au cours du développement cortical qui serait
variable entre les couches corticales, aspect que je n’ai pas abordé au cours de cette
étude et ii) des étapes de prolifération locale temporellement différentes en fonction
des couches corticales, comme suggére par Ichikawa et collaborateurs qui proposent
un développement cortical astrocytaire basé sur un modeéle “inside-out” a l'instar des
neurones (lchikawa et al., 1983). Cela signifierait dans ce cas que ces populations
plus prolifératives situées dans les couches supérieures ont été générées plus
tardivement a partir des progéniteurs de la glie radiaire et que mes électroporations
n’ont pas été effectuées assez tot pour cibler les premieres transitions gliogéniques
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des progéniteurs corticaux, et donc marquer les populations astrocytaires qui en sont
issues. Cela pourrait également expliquer pourquoi malgré la détection de cellules
S100B+ dans le cortex cérébral a E18 — PO et P1, aucune n’exprime de MAGIC
Markers. Cependant, le fait que nous retrouvons des cellules dans tout le
parenchyme cortical sans apparente préférence de positionnement et ce quel que
soit le stade d’électroporation des MAGIC Markers (E13 ou E15) ne semble pas aller
dans ce sens. Ces derniers éléments posent a présent la question des origines des
astrocytes corticaux et de la contribution de celle-ci a I'hétérogénéité observée au

cours de ces travaux.

4. Origine de I’hétérogénéité astrocytaire

L’hétérogénéité des astrocytes pourrait étre expliquée par I'existence de
lignages séparés, d’'une plasticité des cellules différenciées ou d’'une combinaison de
ces deux parametres (Hewett, 2009). Au cours de ces travaux, jai mis en évidence la
double contribution des progéniteurs embryonnaires et postnataux a la formation du
réseau astroglial.

4.1. Contribution des progéniteurs prénataux au réseau astroglial

La méconnaissance du développement astrocytaire cortical précoce est telle
qu’il est difficile de répondre a la simple question « quand apparaissent les premiers
astrocytes ? » Les astrocytes sont détectés par immunomarquage de I'antigéne
GFAP dés E16 dans la moelle épiniere de souris (Liu et al., 2002) mais les périodes
précises de production astrocytaire dans le cortex cérébral sont moins bien connues,
et cela en grande partie a cause de I'absence de marqueur précoce fiable. Nos
analyses de cerveaux a E18 aprés électroporation des MAGIC Markers dans les
progéniteurs corticaux a E15 ne montrant aucune cellule S1008, on est méme en
droit de se demander si cette contribution embryonnaire existe réellement, de
nombreuses publications scientifigues avangant que les astrocytes corticaux
apparaissent a la fin de 'embryogenése sans jamais le montrer explicitement ou en
se basant sur des expériences réalisées dans d’autres structures cérébrales ou

d’autres modéles animaux comme le furet (Voigt, 1989).

Beattie et ses collegues montrent de fagon détournée la contribution
embryonnaire des progéniteurs avec des marquages BLBP sur des échantillons
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MADM-+ (Beattie et al., 2017). Ce marqueur permet de visualiser les astrocytes, mais
aussi les progéniteurs gliaux intermédiaires précoces et les cellules de glie radiaire
(Feng et al., 1994). Les auteurs de I'étude considérant que les cellules BLBP+ qui ne
contiennent pas de prolongements apicaux ou basaux sont exclusivement
astrocytaires détectent ainsi ces cellules a partir d’E17 dans le parenchyme cortical
murin. J'ai également détecté des cellules Aldh1l11+ a E18 dans le cortex cérébral,
cependant celles-ci ne colocalisent pas avec les cellules issues des progéniteurs
électroporés a E15. A moins que ces cellules proviennent d’'une autre source que le
pallium dorsal, E15 serait peut-étre un stade trop tardif pour cibler les premiéres
divisions gliogéniques, la transition gliogénique ayant été montrée se déroulant avant
la fin de la neurogenese (Gao et al., 2014). Nous avons toujours estimé que nous
ciblions les progéniteurs corticaux avant la gliogenése parce que nous n’observons
aucun astrocyte marqué en électroporant les MAGIC Markers a E13 ou E15 sans
transposase, mais ces populations étant extrémement prolifératives, les marqueurs
multicolores sont peut étre dilués avant nos observations postnatales. L’étude des
premiers astrocytes générés et d’autant plus difficile qu’ils se répartissent et se
divisent rapidement dans le parenchyme cortical, rendant leur suivi avec des
marqueurs de prolifération qui se diluent au fur et a mesure des divisions, comme
'EdU, délicat. Il y a donc un réel besoin didentifier des marqueurs stables et

précoces des astrocytes.

Nos résultats obtenus avec I'immunomarqueur Olig2 et/ou les souris
transgéniques Olig2Cre dans lesquelles les plasmides MAGIC Markers ont été
électroporés montrent des cellules MAGIC Markers+/Olig2+ dans le parenchyme
cortical des E18 (nous ne pouvons pas exclure, cependant, que certaines d’entre
elles ne deviendront pas des astrocytes). Cette stratégie d’électroporation des
MAGIC Markers dans les souris Olig2Cre généere 60% d’astrocytes protoplasmiques
et indique qu’Olig2 intervient dans le lignage astrocytaire. Est-ce que tous les
astrocytes corticaux sont concernés ? Les résultats obtenus avec les croisements
Olig2Cre ;Devbow indiquent qu’au moins 80% des astrocytes S1003+ proviennent du
lignage Olig2, cependant, cela n’indique pas a quel moment du lignage astrocytaire
ce facteur de transcription intervient (glie radiaire, progéniteur intermédiaire,
astrocytes différenciés). Des analyses clonales exhaustives sur les animaux

Olig2Cre électroporés avec les MAGIC Markers n'ont pas pu étre réalisées,
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cependant mes observations révelent des clones étendus, composés de plusieurs
clusters et dont la taille serait a comparer avec celle des clones astrocytaires
mesurés dans des souris sauvages pour avoir une idée du stade de développement
ou intervient la transition Olig2+ dont I'expression persiste par ailleurs jusqu’a des

stades tardifs dans les astrocytes.

De nos observations et des différents travaux publiés sur le sujet (Marshall et
al., 2005; Cai et al., 2007; Ono et al., 2008; Chen et al., 2008; Moroni et al., 2018;
Tatsumi et al., 2018), plusieurs éléments ressortent : pendant le développement, les
astrocytes immatures, avec une morphologie peu ramifiée, n’exprimeraient pas la
protéine GFAP mais le facteur de transcription Olig2, ce qui serait aussi le cas, plus
faiblement, d’astrocytes plus matures, GFAP+, dans le cortex cérébral et la
substance blanche. Olig2 serait donc exprimé de fagon transitoire dans les
astrocytes immatures pendant les stades postnataux précoces, puis inhibé dans les
astrocytes matures, mais pas dans les astrocytes réactifs, au contraire, et
I'expression continue forcée d’Olig2 ne permettrait pas d'aboutir a des astrocytes
matures, a morphologie complexe (Marshall et al., 2005). Cependant mes résultats
indiquent que des astrocytes fréres, trés proches, peuvent exprimer Olig2 de maniére
différentielle sans que leur morphologie apparente n’apparaisse différente. Il serait
cependant nécessaire de comparer la complexité de leurs arborisations respectives
pour s’en assurer. Les astrocytes pourraient ensuite revenir a une forme immature et
réactive en cas de lésion corticale, ou I'expression d'Olig2 leur permettrait de ré-
entrer dans le cycle cellulaire et de proliférer (Chen et al., 2008). Mes travaux
montrent de plus et pour la premiére fois qu’Olig2 est impliqué dans le lignage des

astrocytes de la surface piale.

L’'implication d’Olig2 dans le lignage panglial semble évidente, mais est-il
indispensable au lignage astrocytaire ? Une étude montre que ce facteur de
transcription est important pour la formation des astrocytes de la substance blanche,
mais pas ceux de la substance grise (Cai et al., 2007). Des études associant KO
conditionnel Olig2 et analyses clonales multicolores devraient pouvoir nous éclairer
sur le réle d’Olig2 dans la formation du réseau astroglial et ce au cours du
développement prénatal mais aussi postnatal, qui constitue d’aprés mes résultats
une phase importante de la gliogenese.
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4.2. Contribution des progéniteurs postnataux au réseau astroglial

L’existence méme de cette contribution fait I'objet de controverses depuis
plusieurs années. Une étude peu citée parue en 2013 montre la production de
quelques astrocytes GFAP+ dans le cortex cérébral (substances blanche et grise,
sans préférence de positionnement apparente dans les différentes couches
corticales) par les progéniteurs de la zone sous ventriculaire avec des
électroporations postnatales a PO de plasmides codant la GFP (Wang et al., 2013).
D’autre part, bien qu’ils ne présentent pas ce résultat en tant que tel, la technique de
marquage des astrocytes corticaux de Stogsdill et ses collegues par électroporation
postnatale de plasmides codant 'eGFP et la mCherry a la membrane dans le but de
réaliser des analyses morphologiques montre elle aussi que les progéniteurs
postnataux de la zone sous ventriculaire peuvent produire des astrocytes corticaux
(Stogsdill et al., 2017). Bien que les travaux de Goldman et d’autres groupes
montrent une contribution de la zone sous ventriculaire postnatale a la génération
d’astrocytes corticaux, (Smart, 1961; Lewis, 1968; Levison and Goldman, 1993;
Luskin and McDermott, 1994), I'étude de Ge et ses collegues, citée dans pas moins
de 110 articles depuis sa parution en 2012, soutient que cette contribution est trés
limitée, apres des électroporations de vecteurs épisomaux sous promoteur CAGG
codant la GFP (Ge et al., 2012). Mes travaux montrent que cette méme méthode
d’électroporation, mais utilisant cette fois-ci des vecteurs intégratifs et non plus
éepisomaux, permet le marquage de cette contribution postnatale et confirment ce
résultat avec des électroporations de SeCre dans les souris multicolores Devbow. La
raison pour laquelle cette contribution a été minimisée est probablement la dilution
des vecteurs épisomaux utilisés par d’autres groupes, dans une population
extrémement proliférative. Reste a caractériser lidentité de ces cellules

progénitrices.

La présence de progéniteurs gliaux Nestin+ proliférant au niveau de la zone
sous ventriculaire (Burns et al., 2009) suggére que ce sont les cellules ciblées par
électroporation postnatale et les croisements NestinCreERTZ2 ;Devbow avec
injections uniques de tamoxifene de PO a P5 semblent indiquer que cette contribution
postnatale diminue progressivement jusqu’a P5. Cependant I'absence d’expression
de la Nestine par les astrocytes différenciés peut étre discutée. Mes expériences
préliminaires d’une part montrent que la Nestine ne colocalise pas avec des
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marqueurs astrocytaires dans le parenchyme cortical (S1003, GFAP) et une autre
étude d’autre part a montré que les cellules de la glie radiaire passent par une phase
d’expression des antigénes GLAST+/Nestin+ avec une production préférentielle de
neurones, puis par une phase GLAST+/Nestin- responsable de la production
d’astrocytes (Siddigi et al., 2014), ce qui suggéere que les astrocytes différenciés
n’expriment pas la Nestine. Cependant, une étude montre au contraire la localisation
des mRNA Nestin au niveau des protrusions d'astrocytes en culture (Thomsen et al.,
2013), a pondérer néanmoins par le constat que les astrocytes en culture sont plus
proches morphologiquement et moléculairement des astrocytes réactifs ou
I'astrogliose implique notamment I'expression de la Nestine (Sofroniew, 2014) que
des astrocytes résidents. Il est donc difficle de conclure définitivement sur
I'expression de la Nestine dans les astrocytes différenciés en développement en se
basant sur ces éléments. Plus convaincantes, les données provenant de séquencage
d’ARN soutiennent que I'expression de la Nestine diminue progressivement de P1 a
P7 dans les astrocytes du cerveau antérieur (mais la distinction substances
blanche/grise n’est pas claire dans cette étude) jusqu’a disparaitre a P17 (Cahoy et
al., 2008). Par ailleurs des immunomarquages dans le cortex cérébral de rat
semblent montrer une expression de la Nestine dans des cellules a morphologie
astrocytaire de PO a P9 et progressivement restreinte a la zone sous ventriculaire a
P18 (Kalman and Ajtai, 2001).

Par conséquent les effets de nos injections de tamoxiféne dans les souris
NestinCreERT2 ;Devbow ou NestinCreERT2; RosaSTOPtdTomato durant la
premiére semaine postnatale ne sont peut-étre pas restreints aux cellules
progénitrices Nestin+ de la zone ventriculaire postnatale, comme préalablement
supposé. |l est donc nécessaire de pondérer nos résultats car nous ne pouvons pas
exclure que les cellules marquées grace a cette stratégie rendent compte également
des divisions postnatales locales d’astrocytes exprimant toujours la Nestine dans le
parenchyme cortical. Par ailleurs, nos résultats obtenus avec les croisements
RosaSTOPtdTomato ; Nestin-CreERT2 montrent que les cellules générées apres la
naissance a partir de cellules Nestin+ a PO, stade d’injection du tamoxifene, se
situent préférentiellement dans les couches supérieures du cortex cérébral, ou nous
avons aussi observé une prolifération locale astrocytaire postnatale importante. Ces
deux éléments seraient compatibles avec une possible expression de la Nestine par
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les astrocytes immatures en division. Malgré tout, ces considérations ne remettent
pas en cause la double contribution embryonnaire/postnatale observée (mais plutot
les proportions de chacune) qui ne semble pas, par ailleurs, étre a l'origine de la
diversité clonale que nous avons mise en évidence (nombre et sous-types

d’astrocytes généres).

L’électroporation postnatale des MAGIC Markers ou autres rapporteurs Cre-
dépendants dans des souris NestinCre pourrait confirmer que les (ou certains)
progéniteurs postnataux générant des astrocytes sont effectivement Nestin+ mais ne
permettrait pas de différencier les progéniteurs éléctroporés dans la zone
ventriculaire postnatale et exprimant la Nestine de la zone ventriculaire postnatale
des progéniteurs éléctroporés dans la zone ventriculaire postnatale et exprimant la
Nestine une fois qu’ils ont atteint le parenchyme cortical. Un moyen de vérifier
'existence d’'un flux de migration a partir des cellules de la zone ventriculaire
postnatale Nestin+ générant des astrocytes serait de déclencher la recombinaison a
PO dans des souris NestinCreERT2 ; RosaSTOPtdTomato et de regarder 24h, 48h et
72h apres si I'on observe un front de migration depuis la zone sous ventriculaire vers
la surface piale. Cependant nos résultats précédents montrent que la répartition des
premiers astrocytes générés se fait rapidement dans tout le parenchyme cortical, un
tel front de migration pourrait donc ne pas exister. En effet, le processus de
transdifférenciation des cellules de la glie radiaire en astrocytes (Misson et al., 1991),
qui les amene a rétracter leurs prolongements apicaux et leur corps cellulaire dans le
parenchyme alors qu’elles sont toujours rattachées a la surface piale, pourrait
conduire a un positionnement des futurs astrocytes haut dans le parenchyme sans
qu’il n’y ait nécessairement de migration active depuis la zone ventriculaire. De
nouvelles stratégies restent donc a établir afin de différencier de maniere fiable les
contributions pré et postnatales des progéniteurs corticaux a la formation du réseau
astroglial. D’autre part il reste également a déterminer si ces contributions pré- et

post-natales correspondraient a des populations de progéniteurs différents.

Y-aurait-il d’autres sources d’astrocytes que celles que nous ciblons par
électroporation in vivo au niveau du pallium dorsal? Les croisements
Emx1Cre ;Devbow d’une part semblent montrer une couverture astrocytaire totale du
parenchyme cortical, et les électroporations in utero et postnatales que nous avons

réalisées chez la souris en ciblant la zone ventriculaire ventrale cette fois avec le
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vecteur intégratif Tol2CAGmMEYFP (données non présentées) d’autre part, ne
marquent pas d’astrocytes au niveau des zones somatosensorielles et visuelles du
cortex cérébral. Ces différents éléments, ainsi que I'absence d’autres travaux de
recherche proposant d’autres origines, suggerent que les progéniteurs de la zone
ventriculaire dorsale sont 'unique source d’astrocytes corticaux, via une production
pré- et post-natale d’astrocytes qui vont rapidement se répartir dans tout le
parenchyme cortical et proliférer localement. Cependant les mécanismes régulant ce

positionnement initial et la migration astrocytaire restent encore a déterminer.

5. Mécanismes de régulation de la migration des astrocytes dans le
cortex cérébral murin

Les acteurs moléculaires régulant la migration des astrocytes dans le cortex
cérébral murin pouvant expliquer I'organisation et la dispersion clonales observées
sont encore méconnus. En particulier, le positionnement des astrocytes est-il
intrinsequement déterminé et/ou dépendant de signaux environnementaux ? Une
publication récente montre que la voie de signalisation reeline et plus spécifiguement
I'organisation des couches neuronales jouent un rble dans I'établissement de la
morphologie astrocytaire (Lanjakornsiripan et al., 2018) pointant les neurones voisins
comme sources de signaux instructeurs pour les astrocytes. D’autres voies de
signalisation a caractére autonome cellulaire et/ou non autonome cellulaire

pourraient-elles étre impliquées dans les mécanismes de migration astrocytaires ?

Nos résultats préliminaires indiquent que la signalisation éphrine B1, exprimée
par les astrocytes, pourrait étre impliquée dans ces processus. Les méthodologies
mises au point au cours de ce projet de these (imagerie et analyses clonales
tridimensionnelles) et restant a perfectionner (perturbations génétiques mosaiques
gain et perte de fonction) permettront dans des projets futurs de caractériser le rble
de la signalisation éphrine B1, dans la régulation de I'astrogliogenése (prolifération et
migration). Des expériences de gain ou perte de fonction ou les formes
constitutivement active ou dominante négative de I'’éphrine B1 associées a une
quatriéme couleur seront combinées aux MAGIC Markers par électroporation in utero
et analysées par microscopie confocale sur coupes immunomarquées ou par
microscopie bi-photonique sur échantillon épais pour reconstruire en trois dimensions

le cortex cérébral marqué et caractériser la dispersion spatiale des astrocytes
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perturbés et non-perturbés. Pour cela, des expériences complémentaires a ces
travaux de thése pouvant impliquer des études de toxicité et/ou la modification de la
construction (remplacement de la séquence 2A par un systeme IRES par exemple)
seront nécessaires afin de pouvoir visualiser les cellules perturbées. La séquence 2A
permet de produire la protéine perturbée et la protéine fluorescente rapportrice avec
un seul ARN messager grace a un clivage co-traductionnel (Trichas et al., 2008). Le
systeme IRES (Internal Ribosome Entry Site), quant a lui, permet également de
produire la protéine perturbée et la protéine fluorescente rapportrice avec un seul
ARN messager mais utilise en revanche un site d’entrée ribosomal interne pour

séparer les différentes régions codantes pendant la traduction.

Une fois la stratégie de perturbation validée, plusieurs parametres pourront
ainsi étre étudiés : i) I'état prolifératif des astrocytes avec les marqueurs Ki67
(cellules en prolifération), EAU (cellules en phase S) et PH3 (cellules en phase M), ii)
leur identité par immunomarquages anti-GFAP, anti-S1008 ou anti Aldh1L1, et par
caractérisation de leur morphologie et de leur localisation (substance blanche,
parenchyme, surface piale), iii) leur dissémination dans le cortex et I'organisation
générale du cortex cérébral, et iv) le volume occupé par chaque astrocyte et ses
interactions avec les astrocytes et neurones voisins, en particulier le maintien ou non
de domaines astrocytaires non chevauchant décrits dans la littérature (Bushong et
al., 2004). D’ores et déja, mes résultats préliminaires semblent indiquer que I'éphrine
B1 joue un réle dans I'espacement régulier des astrocytes dans le parenchyme
cortical et le maintien des frontieres des domaines formeés par leurs prolongements.
Les éphrines et leurs récepteurs se concentrant au niveau des terminaisons
synaptiques neuronales corticales mais aussi pour certaines d’entre elles au niveau
de l'arborisation périsynaptique des astrocytes (Murai and Pasquale, 2011), il serait
intéressant d’étudier I'implication de cette communication neurones-astrocytes dans
la régulation de l'astrogliogenése et de ses mécanismes migratoires. L'analyse du
phénotype des astrocytes perturbés et des cellules voisines avec notre stratégie de
perturbation mosaique permettra ainsi de caractériser le réle de I'éphrine B1 dans la
formation et la structuration du réseau astroglial. Le caractére autonome cellulaire
et/ou non autonome cellulaire de I'action de cette voie de signalisation pourra étre
déterminé grace a des perturbations spécifiques des neurones ou des astrocytes
utilisant les promoteurs spécifiques NeuroD1 (facteur de transcription a motifs hélice-
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boucle-hélice impliqué dans la différenciation neuronale) (Lee et al., 1995) ou
Aldh1L1 par exemple et grace aux analyses clonales des clones perturbés et non
perturbés. Par ailleurs les résultats d’'une étude récente dans le cortex cérébral en
développement indiquent que la signalisation directe Eph-B déclenche des
changements épigénétiques a long terme dans cellules souches neurales
embryonnaires en corrélation avec la différenciation et la suppression de I'auto-
renouvellement (Fawal et al., 2018), un résultat qui pourrait expliquer la variabilité
observée dans le nombre d’astrocytes générés par les progéniteurs corticaux, et a
prendre en compte dans I’'analyse de futures perturbations de la signalisation Ephrine
B1, selon que la perturbation est effectuée des le stade progéniteur ou seulement
dans les astrocytes.

Elucider les mécanismes du développement astroglial aux cours des
différentes étapes de prolifération, différenciation, migration et maturation est
indispensable pour en comprendre les dysfonctionnements en situation pathologique
et ainsi découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter des maladies liées

aux astrocytes.

6. Le développement astroglial, un enjeu de santé publique

Les astrocytes sont impliqués dans de nombreuses pathologies neurologiques
humaines dont quelques unes n’impliquent originellement que des astrocytes et
nombre d’entre elles sont associées a des perturbations neuronales (Molofsky et al.,
2012).

Les glioblastomes

Les principales tumeurs cérébrales sont les gliomes dont au moins 80% sont
constituées d’astrocytomes (ou glioblastomes), des tumeurs malignes touchant une
population majeure de cellules gliales: les astrocytes (Placone et al., 2016). Ces
tumeurs touchent environ 5000 nouveaux patients chaque année en France, avec
une espérance de vie médiane de 15 a 17 mois (Stupp et al., 2014) et un taux de
survie de 5 % a cing ans (Ostrom et al., 2014). Trés agressifs, les glioblastomes
diffusent souvent dans des régions éloignées du site tumoral. Par conséquent, les
ablations chirurgicales sont insuffisantes pour éliminer toutes les cellules tumorales.

De plus, ces opérations sont suivies de traitements par radiothérapie et
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chimiothérapie auxquels les tumeurs sont souvent résistantes (DeAngelis, 2001).
Des nouveaux traitements des gliomes astrocytaires sont donc nécessaires, et pour
identifier des cibles thérapeutiques efficaces, il est important de comprendre les
mécanismes de prolifération et de migration des astrocytes en contexte
physiologique.

Impliqués dans le développement et ’lhoméostasie des tissus, les acteurs de
la voie de signalisation Eph/éphrine jouent aussi un role dans la cancérogenése, ou
ils véhiculent une communication cellule-a-cellule aberrante a I'intérieur de la tumeur
mais également entre la tumeur et son micro-environnement (Pasquale, 2010). Par
ailleurs, Olig2 a été montré impliqué dans le contréle de la réplication dans les
cellules souches neurales et les gliomes chez la souris (Ligon et al., 2007). D’'un
point de vue développemental, la poursuite des travaux sur I’éphrine B1 et sur Olig2
mais aussi d’autres molécules candidates permettra de caractériser certaines
molécules impliquées dans la régulation de la prolifération et de la migration des
astrocytes, ouvrant la voie a une meilleure compréhension de la formation et de
I'expansion des gliomes et, dans de futurs projets, la découverte de nouvelles cibles
thérapeutiques pour traiter ces tumeurs malignes. D’autre part, les cellules d’'une
méme tumeur présentent fréquemment une hétérogénéité phénotypique, moléculaire
et fonctionnelle et certaines peuvent étre hiérarchisées avec des cellules
tumorigéniques cancéreuses se différenciant en cellules non tumorigéniques,
rendant les glioblastomes tres hétérogenes, et donc difficiles a traiter (Meacham and
Morrison, 2013; Aum et al., 2014). Des analyses clonales pourraient étre envisagées
apres nucléofection des MAGIC Markers dans des biopsies de tumeurs humaines
ensuite greffées dans le cerveau de souris immunodéficientes afin d’étudier plus
spécifiquement le développement tumoral en termes de prolifération et de dispersion
cellulaire dans les différentes régions cérébrales et I'hétérogénéité cellulaire des
glioblastomes, mais aussi pour vérifier I'implication de molécules candidates, ou

cibles thérapeutiques, dans I'évolution tumorale.

La maladie d