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Avant-Propos

Les Iésions de la moelle spinale constituent un probleme de santé public d’une ampleur
grandissante. Selon I’organisation mondiale de la santé, on estime entre 250 et 500 milles
nouveaux cas de la 1ésions médullaires par an dans le monde. La distribution des personnes
atteintes par ces lésions est bimodale, avec un premier pic entre 16 et 30 ans et un deuxieme
touchant une population agée de plus de 60 ans. Dans leur majorité, ces l1€sions sont dues a des
causes évitables, comme les accidents de la circulation, les chutes, ou plus rarement, une
Iésion balistique ou par arme blanche. Bien que I’espérance de vie ait été améliorée, les
patients médullo-1ésés souffrent de certains handicaps qui dépendent de la gravité de la lésion
et de sa localisation sur la moelle spinale et entrainant une perte partielle ou complete des
fonctions sensorielles et/ou motrices. Il faut également noter que ces déficiences liées a la
1ésion elle-méme, en termes d’immobilisation, de détérioration de la qualité de vie et de prise
en charge de ces patients, entrainent des cofits importants tant au niveau individuel que

sociétal.

Chronologiquement, la 1ésion médullaire se divise en deux grandes phases : la phase primaire
qui se caractérise par la destruction tissulaire induite par le traumatisme mécanique, suivie
d’une destruction cellulaire. Alors que la phase secondaire est la conséquence moléculaire et
cellulaire de la phase primaire. Ceci se traduit par différents éveénements conduisant a
I’amplification des dégéats initiaux. La moelle spinale 1ésée entreprend aussitot une réponse a
cette 1é€sion. L’ ensemble de ces réactions aboutit a la formation d’une cicatrice médullaire, un
processus multifactoriel engageant des astrocytes réactifs, des progéniteurs gliaux, des cellules
microgliales et des fibroblastes. De nombreuses études se sont intéressées a la caractérisation
des populations cellulaires endogenes de la moelle, ainsi qu’a leurs réponses a la suite de la
Iésion. En particulier, la mise en évidence de I’existence d’une population souche neurale
endogene de la moelle a récemment été faite. Il a ainsi pu étre décrit que ce potentiel souche
endogene est confiné aux cellules épendymaires qui bordent le canal central et qu’apres une

1ésion médullaire, ces cellules peuvent proliférer, migrer vers le site 1ésionnel et se différencier

15



Avant-Propos 16

en astrocytes (trés majoritairement) et en oligodendrocytes (minoritairement) afin de
contribuer a la mise en place de la cicatrice médullaire. Ces capacités font des cellules
épendymaires une nouvelle cible thérapeutique prometteuse. Cependant, on ignore toujours

comment moduler cette réactivité.

Durant plusieurs années, différentes stratégies thérapeutiques ont été proposées. Actuellement,
seul I’axe de la neuroprotection via la décompression chirurgicale permet de minimiser les
effets déléteres de la lésion primaire. La seconde stratégie consiste a limiter la 1ésion
secondaire via une variété de traitements, en cours de développement, et dont on peut citer
notamment la thérapie cellulaire. Malheureusement, du fait de la complexit¢ de la
physiopathologie de la lésion médullaire traumatique, aucun traitement n’a permis une
récupération complete des fonctions neurologiques perdues. L’ensemble de ces thérapies
cellulaires ont €té€ utilisées et validées chez 1’animal, tout en restant inefficaces chez 1’homme
du fait de leur caractere invasif et quant au niveau des risques encourus tels que le rejet de la
transplantation ou le potentiel tumorigéne associé. De ce fait, nous émettons 1’hypothese que
les réponses cellulaires de la moelle spinale peuvent étre modulées apres lésion et seraient
différentielles en fonction du traitement utilisé. C “est pourquoi nous proposons de tester notre
hypotheése par le biais d’une méthode non invasive; la stimulation magnétique répétitive
Trans-spinale, la rTSMS. Cette thérapie est, en effet, déja utilisée dans le traitement de
certaines pathologies neurologiques et a prouvé de maniere indirecte son efficacité tant au
niveau fonctionnel que cellulaire via ses effets neuroprotecteur, anti-apoptotique et

neurotrophique.

Ce manuscrit débute avec une introduction composée de trois volets. Dans le premier
(chapitres 1 et 2), nous revenons sur l’organisation générale de la moelle spinale, sa
morphogenese, son anatomie interne et externe, suivie par une cartographie des différentes
populations cellulaires et leurs mises en place au sein de la moelle spinale en conditions
physiologiques. Le second volet (chapitres 3 et 4) est dédiée a la description des lésions
médullaires traumatiques (LMT), aux différents mécanismes physiopathologiques qui les
caractérisent, ainsi qu’aux réponses cellulaires déclenchées suite a cette 1€sion. Dans le dernier
volet de cette introduction (chapitres 5 et 6), les différentes stratégies thérapeutiques actuelles
pour le traitement des LMT sont présentées et dont un éclairage particulier est apporté sur une
méthode non invasive; la stimulation électromagnétique (SEM), ou y sont notamment décrits ;
les effets neurobiologiques prometteurs de la SEM pour une application apres traumatisme
spinal.
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Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, je présente les différentes publications et projets
réalisés durant ma these, ainsi qu’une discussion générale sur mon projet de recherche ; 1’effet
de la stimulation magnétique répétitive trans-spinale comme thérapie non invasive dans le

cadre des Iésions médullaires.

Suite a la présentation de ces travaux et la discussion, des perspectives sont également

proposées.
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Le systeme nerveux est composé, sur le plan anatomique, de deux parties [fig. 1.1] :

— Le systéme nerveux central (SNC) formé par I’encéphale (le cerveau, le diencéphale, le

tronc cérébral et le cervelet) et la moelle spinale.

— Le systeme nerveux périphérique (SNP) formé de nerfs constituants les voies de
communication entre le SNC et I’ensemble de 1’organisme (les nerfs craniens et les nerfs

spinaux)

Vers la fin de la 4°™ semaine de développement, la régionalisation antéro-postérieure du tube
neural a lieu [1]. La partie antérieure du tube neural se dilate et constitue des renflements qui

sont a I’origine des trois vésicules cérébrales primitives :

— Le prosencéphale ou cerveau antérieur
— Le mésencéphale ou cerveau moyen

— Le rhombencéphale ou cerveau postérieur

Vers le 32°m¢ jour, les vésicules cérébrales primitives se différencient en cinq vésicules
cérébrales secondaires formant 1’origine des différentes structures cérébrales et spinales [fig.
1.2]:

— Le prosencéphale qui se subdivise en télencéphale (les deux hémispheres cérébraux) et

en diencéphale (vésicules optiques, thalamus, hypothalamus, neurohypophyse)
— Le mésencéphale qui est a I’origine des tubercules quadrijumeaux antérieur et postérieur

— Le rhombencéphale qui se subdivise en métencéphale (cervelet) et en myélencéphale

(bulbe rachidien, moelle spinale)

1.1 Morphogenese spinale

Apres avoir vu les différentes structures issues du tube neural, il y aura la régionalisation de ce
dernier selon un axe dorso-ventral mettant en place la moelle spinale qui sera issue de la partie
caudale du tube. La paroi du tube neural est initialement revétue de cellules neuroépithéliales,
cette paroi s’épaissit progressivement, induisant ainsi une diminution de la lumiere du tube et

donnant place au futur canal central de la moelle spinale [fig. 1.3] [2].
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FIGURE 1.1 Le systéme nerveux. Divisé en deux structures le SNC (A) est composé de 1’encéphale et la moelle

spinale et le SNP en jaune (B) comporte les nerfs spinaux et les nerfs craniens
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FIGURE 1.2 Développement embryonnaire du SNC humain. Dés la quatrieme semaine de développement, le
tube neural primitif se subdivise en 3 vésicules cérébrales primitives qui formeront les cinq vésicules cérébrales
secondaires donnant naissance aux différentes structures cérébrales adultes. D’apres [3]
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Apres un certain nombre de divisions cellulaires, ces cellules neuroepitheliales donnent une
vague cellulaire de neuroblastes qui vont proliférer et se différencier afin de mettre en place les

trois zones cellulaires du tube neural [2] comme suit [fig. 1.4] :

— La zone épendymaire ou interne génératrice des cellules de 1’épendyme : les

épendymocytes bordant le canal central.

— Une zone intermédiaire, la zone du manteau ou se trouvent les corps cellulaires des
neurones ayant migrés de la zone interne, formant plus tard la substance grise de la

moelle.

— La couche la plus externe de la moelle spinale contenant les fibres nerveuses provenant
des neuroblastes de la zone manteau, c’est la zone marginale, elle constitue la substance

blanche de la moelle.

A la suite de cette prolifération massive de neuroblastes au sein de la zone manteau, on observe
un épaississement ventral et dorsal du tube neural de chaque c6té. Ces deux territoires, dorsal
et ventral, sont limités par un sillon limitant, c’est une gouttiere longitudinale située de part et

d’autre du canal central et séparant deux régions [fig. 1.5] [4] :

— Une région dorsale ou lame alaire contenant les corps cellulaires des neurones sensitifs
de la corne dorsale de la substance grise. Cette zone donnera naissance aux aires sensitives

de la moelle.

— Larégion ventrale ou lame basale constitue les futures aires motrices de la moelle de la

corne ventrale de la substance grise.

D’autre part, une zone apparait entre les deux cornes, dorsale et ventrale, contenant les corps
cellulaires des neurones du systeéme nerveux autonome, la corne latérale, qui n’est présente
qu’au niveau thoracique (T1 - T12) et lombaire (L2, L3). En effet, les deux extrémités, dorsale
et ventrale, du tube neural situées sur la ligne médiane constituent le toit (roof-plate) et le
plancher (floor-plate) qui vont intervenir par la suite dans la régionalisation dorso-ventrale du

tube neural.

Cette régionalisation dépend d’une signalisation moléculaire bien déterminée et dont les acteurs
principaux sont les deux morphogenes Shh « Sonic hedgehog », produit par la chorde et le
plancher comme un signal de ventralisation, et la famille des BMP « Bone Morphogenetic
Protein » produit par I’ectoderme et qui spécifie la plaque du toit comme étant un signal de

dorsalisation. Le Shh intervient dans la mise en place des neurones, dont les motoneurones,
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dans la partie ventrale du tube et les BMP, a I’inverse, induisent la formation des interneurones

de la partie dorsale. Grace a cette différence de gradients, I’ensemble des neurones se met en
place a ce niveau.

azo . )
S B e R—
ivue dorsale)
Future créte peurale SHor sisorsl Coithe neurales

Ectoderme Plaque neurale  Cebte nevrale prspective.

Bourrelet neural

Sallaa Lviitamg

FIGURE 1.3 La neurulation. L’ectoderme de la surface s’épaissit, se creuse et se replie sur lui-méme. (A) Les
crétes neurales de chaque coté se rapprochent et fusionnent, la neurulation progresse a la fois vers I’extrémité
céphalique et caudale (B). D’apres [2]
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FIGURE 1.4 Le développement des couches du tube neural de la moelle spinale. Le neuroépithélium donne
naissance a trois couches : 1- La couche épendymaire (générant les cellules épendymaires du canal central) , 2- la
zone manteau (correspondante a la substance grise ou sont situés les corps cellulaires) et 3- la zone marginale
(correspondante a la substance blanche ou sont situées les expansions neuronales). D’apres [2]
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FIGURE 1.5 Le Développement segmentaire de la moelle spinale. Selon I’axe dorso-ventral, le tube neural est
séparé par une gouttiere longitudinale appelée sillon limitant formant deux régions : (A) Une région dorsale ou
lame alaire : donnant naissance aux aires sensitives de la moelle. (B) Une région ventrale ou lame basale constitue
les futures aires motrices de la moelle. Une zone apparait entre les deux cornes, dorsale et ventrale, contenant les
corps cellulaires des neurones du systeme nerveux autonome et appelée, la corne latérale. (C) Les deux
extrémités, dorsale et ventrale, du tube neural constituent le toit (roof-plate) et le plancher (floor-plate). D’ apres

[2]
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1.2 Anatomie spinale

1.2.1 Morphologie externe

La moelle spinale ou Medulla spinalis en terminologie anatomique internationale, est la partie
la plus ancienne du systeme nerveux central d’un point de vue phylogénique. Elle présente un
aspect cylindrique longitudinal d’une longueur d’environ 45cm chez 1’adulte, suspendue dans
la colonne vertébrale [fig. 1.6] [5]. Cette colonne est constituée de 33 vertebres et est divisée en

5 segments vertébraux :

— Cervicales (C1-C7)
— Thoraciques (T1-T12)
— Lombaires (L1-L5)
— Sacrales (S1-S5)

— Coccygiennes (1-4)

Contrairement a la souris, ayant seulement 30 vertebres composées de :

— Sept cervicales
— Treize thoraciques
— Six lombaires

— Quatre sacrales

Vers le 3®m mois du développement embryonnaire, la moelle spinale a la méme longueur que
la colonne. A la fin du 5™ mois, la colonne vertébrale et la dure mere croient plus rapidement
de telle maniere que 1’extrémité terminale de la moelle se retrouve a un niveau plus élevé S1,
jusqu’a se retrouver 2 la naissance a proximité de la 3me vertebre lombaire (L3). A la suite de
ce décalage de croissance, les racines spinales s’acheminent obliquement de leur segment vers

I’étage vertébral correspondant [fig. 1.7].

La moelle spinale est enveloppée par 3 revétements membraneux de I’extérieur vers I’intérieur :
la dure meére, I’arachnoide et la pie -mere. Ces dernieres forment les méninges. Elles assurent
la circulation du liquide cérébrospinale, ainsi que la protection et le soutien de la moelle spinale

au sein du canal vertébral [fig. 1.8] [3].
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FIGURE 1.6 Illustrations descriptives de la colonne vertébrale humaine et souris adulte. Présentant les
différents segments vertébraux humains (A) : vertebres cervicales (C1-C7), thoraciques (T1-T12), lombaires
(L1-L5), sacrales (S1-S5) et vertebres coccygiennes (1-4) comparaison a la souris (B) : cervicales (C1-C7),
thoraciques (T1-T13), lombaires (L1-L6), sacrales(S1-S4).
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FIGURE 1.7 La croissance différentielle de la moelle spinale et de la colonne vertébrale durant le
développement. (A) A trois mois de développement, la moelle spinale s’étend sur toute la longueur de la colonne
vertébrale, les nerfs rachidiens traversent les foramens intervertébraux correspondants a leurs origines. (B) A la
fin du 5éme mois, la colonne vertébrale et la dure mere croient plus rapidement que la moelle, de telle maniere
que le cone terminal se déplace a un niveau plus élevé. (C) A la naissance, le cone terminal se situe au niveau L3.
D’apres [4]
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Tout au long de son trajet, la moelle spinale change de diametre, elle présente deux renflements

et une extrémité inferieure :

— Renflement cervical : situé entre C5 et T1 d’ou sont issus les nerfs spinaux destinés aux

membres supérieurs (plexus brachial)

— Renflement thoracique : situé entre T10 et L4 d’ol sont issus les nerfs spinaux destinés

aux membres inférieurs (plexus lombo-sacral)

— Cone médullaire : terminaison inférieure qui se projette au niveau de L2 [6]

Il existe 31 paires de nerfs spinaux regroupés en fonction des vertebres auxquelles ils sont
associés, il y a de chaque coté [fig. 1.9] [1] :

— Huit paires de nerfs cervicaux C1-C8

— Douze paires de nerfs thoraciques T1-T12
— Cinq paires de nerfs lombaux L1-L5

— Cingq paires de nerfs sacraux S1-S5

— Une paire de nerf coccygien (Co)

Elles ont pour principale fonction de relier le systtme nerveux central a la périphérie via le

systeme nerveux périphérique.
Chaque nerf spinal est formé par la fusion de deux racines d’un méme segment spinal :

— Les racines spinales postérieures : ayant comme role de transmettre les influx nerveux

sensitifs jusqu’au SN

— Les racines spinales antérieures : permettent de transmettre les commandes motrices du

SNC vers les muscles.

Ces racines, elles-mémes, sont issues de ’union de plusieurs radicelles postérieures et
antérieures. Chaque nerf spinal, en sortant de ses foramens intervertébraux, se divise en deux
rameaux, un petit rameau postérieur et un rameau antérieur plus gros. Le rameau postérieur va
innerver les muscles postérieurs du tronc et de la peau, alors que le rameau antérieur innervera
les muscles ventraux du tronc, des membres supérieurs et inférieurs et de la peau [fig.
1.10].
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FIGURE 1.8 Illustration descriptive des différentes méninges spinales présentes au sein de la moelle spinale.
La moelle spinale est enveloppée par 3 revétements membraneux de I’extérieur vers I’intérieur : la dure mere,
I’arachnoide et la pie-mére. D’apres [7]
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FIGURE 1.9 Représentation schématique des différents segments spinaux de la moelle spinale. La moelle
spinale présente deux renflements et une extrémité inférieure : renflement cervical, renflement thoracique et un
cone médullaire. Il existe 31 paires de nerfs spinaux regroupés en fonction des vertebres auxquelles ils sont
associés. D’apres [2]
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1.2.2 Morphologie interne

La moelle spinale est constituée de la substance grise, au niveau central, et de la substance

blanche, en périphérie. L’ ensemble étant parcouru par le canal central.

1.2.2.1 La substance grise

Elle a une forme comparée a la lettre H sur une coupe transversale, présente deux cornes
dorsales, deux latérales et deux ventrales [8]. Elle contient les corps cellulaires des neurones

et se présente comme suit [fig. 1.11] :

— Les neurones des cornes dorsales recoivent les informations sensorielles qui entrent

dans la moelle par les racines dorsales des nerfs spinaux.

— Les cornes latérales en région thoracique, contiennent les motoneurones viscéraux

préganglionnaires qui se projettent sur les ganglions sympathiques.

— Les cornes ventrales contiennent les neurones moteurs sortant par les racines ventrales

qui vont se projeter au niveau des muscles striés.

1.2.2.2 La substance blanche

Elle est formée par trois colonnes ou cordons : antérieurs, postérieurs et latéraux [8]. Chacun

posseéde des faisceaux de fibres responsables de fonctions spécifiques [fig. 1.12] :

— Les cordons antérieurs transportent les messages sensoriels ascendants venant des

mécanorécepteurs sensoriels somatiques.

— Les cordons latéraux possedent les axones provenant du cortex cérébral et qui se

terminent sur les interneurones et les motoneurones des cornes ventrales.

— Les cordons postérieurs transportent a la fois des messages ascendants concernant la
douleur et la température et des messages moteurs descendants du tronc cérébral et du

cortex moteur.
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FIGURE 1.10 Illustration descriptive des racines spinales. Le nerf spinal est formé par la fusion de deux
racines postérieures et antérieures. Ces racines sont issues de la fusion de plusieurs radicelles postérieures et
antérieures. La racine postérieure comporte un renflement appelé ganglion spinal, dans lequel se situe les corps
cellulaires des neurones. Cette racine ayant comme rdle de transmettre les influx nerveux sensitifs jusqu’au SN.
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FIGURE 1.11 Organisation de la substance grise de la moelle spinale. La substance grise présente deux cornes
dorsales, deux latérales et deux ventrales contenant les corps cellulaires des neurones sensitifs dans la partie
dorsale et des neurones moteurs dans la partie ventrale. D’apres le livre Gray’s Anatomie - Le Manuel pour les
étudiants. D apres [7]

FIGURE 1.12 Représentation schématique de la morphologie interne d’une coupe transversale d’une
moelle spinale. La moelle spinale est constituée de la substance grise présentant deux cornes postérieures, deux
latérales et deux antérieures au niveau central, et de la substance blanche, en périphérie formée par trois cordons :
antérieurs, postérieurs et latéraux. L’ensemble étant parcouru par le canal central.
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1.2.2.3 Le canal central

Le canal central ou canal épendymaire, est un prolongement de forme elliptique uniforme issu
primitivement du canal neural, il se prolonge tout au long de la moelle spinale du quatrieme
ventricule du rhombencéphale jusqu’au cOne terminal de la moelle [9], faisant partie du systéme
ventriculaire dans lequel circule le liquide cérébrospinal. Le canal central se situe au centre de
la substance grise de la moelle spinale, au niveau de la commissure grise. Son emplacement
varie légerement en fonction du segment médullaire, o, il a une localisation ventrale dans
les segments cervicaux et thoraciques, centrale au niveau du segment lombaire et dorsale a

I’approche du cone terminal [10].

Le canal central est tapissé d’un revétement de cellules épithéliales ciliées motiles appelées
cellules épendymaires. Cette région épendymaire est composée de plusieurs types de cellules
situées, soit en contact direct avec le liquide cérébrospinal, ou dans une position

sub-épendymaire donnant I’aspect d’un épithélium pseudo-stratifié [fig. 1.13].
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FIGURE 1.13 Représentation schématique du canal central de la moelle spinale. D’apres [11]
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1.2.3 Vascularisation médullaire
1.2.3.1 La vascularisation artérielle

L’alimentation sanguine de la moelle spinale est multiple et elle se fait selon deux axes [fig.
1.14] [12] :

— Axe artériel Vertical : issu des arteres vertébrales qui s’étendent tout le long de 1’axe

médian depuis le tronc cérébral jusqu’a la pointe des cones médullaires.

— Axe artériel Horizontal : provenant des arteres segmentaires de 1’aorte.

Le systeme artériel vertical : Il est formé par un axe spinal ventral médian et de deux axes
spinaux dorsaux. Au niveau cervical, les arteres verticales sont issues d’une branche des arteres
vertébrales. Au niveau lombaire, ces 3 axes forment des anastomoses qui se regroupent dans

une corbeille vasculaire du cOne terminal.

Le systéme artériel horizontal : Ce systeme est formé par des arteres radiculo-spinales
issues des arteres segmentaires de 1’aorte. Chaque nerf spinal est suivi par une artere
inter-segmentaire a destinée méningo-radiculo-médullaire. Chez I’homme, il y a six a huit
arteres radiculo-spinales ventrales et de treize a quinze dorsales, d’origines différentes selon le

segment de la moelle spinale.

— Au niveau cervical, elles sont issues des branches de 1’artere subclaviere
— Au niveau thoracique, elles proviennent de la branche dorsale des artéres intercostales

— Au niveau lombaire, ce systeme horizontal se base sur l’artere radiculo-spinale

d’ Adamkiewicz.

1.2.3.2 La vascularisation intraspinale

Elle est constituée par 3 principaux axes [fig. 1.15] :

— Laxe artériel spino-ventral se trouvant au niveau de la fissure longitudinale ventrale de

la moelle.

— Deux axes artériels spino-dorsaux se situant au niveau des sillons latero-dorsaux.

Ces axes constituent un réseau artériel pie-mérien circulaire. L’axe artériel spinal ventral donne

naissance aux arteres sulco-commissurales qui vascularisent la corne ventrale, latérale et la
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base de la corne dorsale de la substance grise. Les veines sulco-commissurales drainent le sang
de la partie ventrale vers 1’axe veineux spinal ventral et les veines radiculaires. L’artere
spino-dorsal donne naissance a des branches artérielles perforantes. Les branches veineuses

perforantes drainent le sang de la partie dorsale vers 1’axe veineux dorso-médian.

Ce réseau artériel pie-mérien va former des branches artérielles perforantes autour de la
moelle. Les veines périphériques fusionnent avec le réseau veineux pie-mérien périspinal.
D’ou la régionalisation de la moelle en 3 principaux territoires artériels de vascularisation
intra-spinale :

— Le territoire spinal ventral

— Le territoire spinal dorsal

— Le territoire spinal périphérique.
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FIGURE 1.14 Organisation générale de la vascularisation artérielle de la moelle spinale. D’apres [12]
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FIGURE 1.15 Organisation générale de la vascularisation intra spinale. D’apres [12]
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Pour une meilleure compréhension du fonctionnement fondamental de la moelle spinale, il
faudrait s’intéresser, en premier lieu, aux différentes populations cellulaires qui la

constituent.

Afin de faire une cartographie cellulaire de la moelle, plusieurs études se sont basées sur des
criteres bien précis afin de décrire au mieux les différents types cellulaires. Parmi ces criteres,
on peut citer les suivants : localisation ; morphologie ; lignée cellulaire, origine embryonnaire ;
expression génétique ou transcriptionnelle; propriété électrophysiologique et marqueur

moléculaire.

2.1 Cytogenese de la molle spinale

2.1.1 La neurogenese au cours du développement spinal

Tel qu’il a été vu dans le chapitre précedent, la mise en place de 1’axe dorso-ventral du tube
neural est dépendante d’un gradient de concentration de facteurs morphogéniques tels que BMP,
TGFp, la famille des FGFs, I’acide rétinoique (AR) et la protéine Sonic Hedgehog (Shh).

Ces signaux vont contrdler la localisation et I’identité des différents types de neurones spinaux
selon 1’axe dorso-ventral. Cette diversité neuronale, aux niveaux spatial et temporel, est
controlée par des programmes de structurations développementaux distincts, a 1’origine de la

diversité des populations neuronales.

Dans la partie dorsale du tube neural et sous I’influence des morphogenes de la famille des
BMPs, on distingue 6 territoires distincts a 1’origine de 1’expression ou de la répression d’une

combinaison spécifique de facteurs de transcription.

Les progéniteurs neuronaux se trouvant dans ces territoires seront a 1’origine des six classes
d’interneurones dorsaux : dI1 a dI6. Cette étape de spécification dorsale a lieu chez la souris
entre E10 et E12.5 [13].

Au niveau de la partie ventrale, la neurogenese est dépendante du gradient de concentration du
morphogene Shh secrété par le plancher (floor-plate) du tube neural, ce gradient de
concentration de Shh a permis I’identification de cinq territoires p3, pMN, p2, pl et p0. Les
territoires p3, p2, pl et pO vont donner les interneurones V3, V2, V1 et V0, respectivement, et

le territoire pMN donnera les motoneurones [14].

Chaque territoire est ainsi caractérisé par l’expression d’une combinaison de facteurs de
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transcription qui le distingue des autres et qui va étre a I’origine de la différenciation en un
type cellulaire donné. Par exemple, les progéniteurs du territoire pO sont identifiés par leur
combinaison de sécrétion des facteurs Dbx1/2, Pax6 et Irx3 et qui vont ainsi générer les
interneurones V0. Le territoire pl est marqué par 1’expression de Dbx2, Pax6 et Irx3, ce qui
donnera naissance aux interneurones V1 et enfin, les progéniteurs du territoire p3 définis par

I’expression de NKx2.2 vont générer les interneurones V3.

Cette diversité de combinaisons a la suite d’activation ou d’inhibition d’expressions de facteurs
de transcription, en réponse au gradient de concentration de Shh, est nécessaire afin d’acquérir
I’identité spécifique pour chaque neurone dans une position bien définie et dans une chronologie

précise [fig. 2.1].

FIGURE 2.1 Représentation schématique des zones d’émergence des neurones durant le développement.
D’apres [15]

2.1.2 Le neurone

Les neurones sont les unités structurales et fonctionnelles du systeme nerveux. Ce sont des
cellules excitables, hautement spécialisées, qui regoivent, traitent et transmettent les influx

nerveux.

Il y a plusieurs types de neurones que 1’on classe selon leur structure ou leur fonction, mais,
morphologiquement, ils sont formés de deux composantes principales; le corps cellulaire,
appelé aussi le péricaryon, le centre biosynthétique et métabolique d’un neurone, ainsi que les
prolongements nerveux : les dendrites et les axones [5].

Les dendrites sont des prolongements courts et ramifiés formant la principale structure

réceptrice des neurones. Ils transmettent les influx nerveux vers le corps cellulaire. Ils sont
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hérissés de petites excroissances au niveau de leur membrane plasmique, ces protubérances
sont appelées épines dendritiques et constituent des points de contact avec d’autres

neurones.

Chaque neurone possede un seul axone, qui trouve son origine d’une région du corps cellulaire
appelée le cone d’émergence, c’est I’'unité conductrice du neurone, elle conduit les potentiels
d’action vers les effecteurs cibles ; comme par exemple les cellules musculaires ou glandulaires
[fig. 2.2].
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FIGURE 2.2 Structure d’un neurone. Un neurone est formé de deux composantes principales; le corps cellulaire
et les prolongements nerveux : les dendrites et les axones

11 existe deux classifications neuronales selon la structure ou la fonction.

2.1.2.1 Classification structurale

Cette classification tient compte du nombre de prolongement(s) qui émerge(nt) du corps

cellulaire [3]. On retiendra trois groupes [fig. 2.3] :

— Les neurones multipolaires, ce sont les neurones les plus abondants dans le SNC, ils
possedent trois prolongements ou plus, tels que par exemple les neurones pyramidaux ou

les interneurones.

— Les neurones bipolaires, ils posseédent deux prolongements, un axone et une dendrite. Ce
sont des neurones rares, on les trouve au niveau de la rétine et dans la muqueuse olfactive

ou ils jouent le role de cellules réceptrices comme par exemple : les cones et les batonnets.

— Les neurones unipolaires ou pseudo-unipolaires possedent un seul prolongement, qui
émerge du corps cellulaire a partir duquel va se former un prolongement périphérique

dirigé vers les récepteurs sensoriels et un prolongement central pénétrant dans le SNC.
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FIGURE 2.3 Les différents types de neurones selon leurs structures dans la moelle spinale. Les neurones se
distinguent par leur structure en tenant compte du nombre de prolongement(s) qui émerge(nt) de leur corps
cellulaire. On les classe en 3 types : les neurones unipolaires, bipolaires et multipolaires.

2.1.2.2 Classification fonctionnelle

Cette classification tient compte du sens de la propagation du potentiel d’action par rapport au
SNC, il y a de ce fait trois types de neurones [3] :

— Neurones sensitifs ou afférents, transmettent 1’influx de la périphérie vers le SNC.

— Neurones moteurs ou efférents, transmettent I’information du cerveau vers 1’organe

effecteur (Ile muscle par exemple).

— Interneurones ou d’association, ils servent de relais entre les deux types de neurones

précédents.

2.1.3 Les cellules gliales

Les cellules gliales ou névroglie ou neuroglie ou glie constituent la population cellulaire la plus
abondante du systeme nerveux. Elle a été caractérisée, la premiere fois, par Rudolf Virchow
en 1846, comme étant des cellules « gluantes », assurant principalement un réle de soutien
structurel et métabolique aux neurones, d’ou le terme « glie » signifiant « gluant », auquel

s’ajoute le terme « neuro » d’ou neuroglie, la glue des neurones [16].
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2.1.3.1 Les Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes (OLs) sont les cellules myélinisantes du SNC par opposition aux cellules
de Schwann, les cellules myélinisantes du SNP. Afin d’acquérir ce role essentiel de formation de
myéline, ces cellules passent par trois stades distincts : prolifération, différenciation et migration
[17].

Développement :

Au cours du développement, la majorité des OLs se développent a partir de leurs précurseurs
oligodendrocytaires (OPCs) originaires d’un sous-ensemble de précurseurs neuroépithéliaux
ventraux du domaine pMN sous 'influence des facteurs de transcriptions Oligl/2, NKx2.2 et
Sox10 [18]. L’identification spatio-temporelle des OPCs est basée sur leur localisation

anatomique et leur profil antigénique distinct.

Ces cellules subissent différentes vagues de prolifération pendant le développement
embryonnaire. Par exemple, chez les souris, il a été démontré que la premiere vague d’OPCs
provient du domaine pMN (motor neuron progenitor domain) du tube neural ventral au 12éme
jour embryonnaire (E12.5) [19, 20]. Au 15¢me jour embryonnaire, une seconde vague d’OPCs
apparait de la partie dorsale du tube neural, régulée par les facteurs Dbx1 et Ascll [21]. Enfin,
une troisieme vague d’OPCs apparait a la naissance. celle-ci représente 10 a 20% des OPCs
retrouvés a I’age adulte [17]. Chez une souris adulte, les OPC représentent 8 a 9% des cellules

du la substance blanche et 2 a 3% des cellules de la substance grise [fig. 2.4].

Migration :

Les OPCs, nouvellement formés, migrent, guidés par une multitude de facteurs impliquant des
molécules présentes dans leur environnement, afin d’atteindre leur destination finale [22]. Ces
facteurs peuvent €tre des facteurs de croissance favorisant cette migration, tels que, platelet
derived growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth
factor (FGF) et hepatocyte growth factor (HGF), ainsi que des protéines de la matrice
extracellulaire telles que lamine, fibronectine, vitronectine. A cela, s’ajoute des signaux
permissifs ou répulsifs de la guidance axonale influengant la direction de la migration des

OPCs via des molécules d’adhésions telles que les sémaphorines ou la netrin-1 [fig. 2.5].
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FIGURE 2.4 Représentation schématique du développement des oligodendrocytes (OL) et des différents
stades de maturation. Les cellules précurseurs oligodendrocytaire (OPC) proviennent des zones
neuroépithéliales ou les cellules souches neurales (NSC) se différencient en (OPC) sous I’influence de facteurs de
transcription Olig1/2, NKx2.2 et Sox10. Ces OPC migrent via des vaisseaux sanguins, tout en favorisant
I’angiogenese de maniere dépendante de HIF 1« afin d’atteindre leur destination finale, les OPC proliferent pour
élargir le pool d’OPC, sous la régulation de facteurs de transcription tels que 1d2, Id4, Tcf4 et Hes5. Lorsque la
prolifération est inhibée, les OL se différencient en OL prémyélinisants (pré-OL), et enfin en OL matures qui
enveloppent les axones neuronaux avec des gaines de myéline, sous I'influence de Myrf. D’apres [17]
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FIGURE 2.5 Représentation schématique des zones d’émergence des cellules précurseurs des
oligodendrocytes durant le développement. Au cours de développement, on distingue trois vagues de
prolifération d’OPC sous la dépendance d’un gradient de concentration des facteurs Shh et BMP selon 1’axe
dorso-ventral. La premiere vague d’OPC provient du domaine pMN du tube neural ventral des cellules expriment
Olig2 a E12.5. A E15 une deuxieme vague se met en place afin de développer les OPC dorsale via des cellules
exprimant olig2 des domaine dp3 ,dp5 et dp6 sous I’influence du Dbx1 et enfin une troisieme vague d” OPC
apparait apres la naissance. D’apres [17]

Maturation et myélinisation :
Des leur arrivée a leur localisation cible, les OPCs commencent a proliférer afin de garder un «
pool » cellulaire d’OPCs suffisant [23].
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La régulation de cette prolifération lors du développement est controlée par des facteurs qui
favorisent la prolifération et qui dans le méme temps inhibent la différenciation tels que le
PDGEF, [24], les voies de signalisation Wnt et Notch [25] et a I’opposé des facteurs tels que

endotheline 2, la voie de signalisation IGF1 qui eux vont favoriser la différenciation.

La favorisation de la différenciation ainsi que la levée d’inhibition de ces facteurs permettent
aux OPCs de subir des changements morphologiques, accompagnés par 1’expression de
différents marqueurs cellulaires et de facteurs de transcription [26]. Les OPCs qui expriment
alors; Olig 1/2, NG2, A2B5, PDGFa, Sox10, NKx2.2, Dm20 et Cnp se différencient en
pré-oligodendrocytes (pré-OLs) caractérisés par 1’expression du marqueur O4. Ces derniers
vont se différencier en oligodendrocytes (OLs) matures exprimant; PLP, APC, GalC et MBP.
Enfin, les OLs matures myélinisants responsables de la synthese de la gaine de myéline se
caractérisent par I’expression notamment de MOG [27]. Cette maturation a lieu sous

I’influence du facteur de transcription Myrf (myelin regulatory factor) [28].

A ce stade de maturation, les OLs matures commencent a exprimer des protéines spécifiques
de la myéline, telles que, PLP (Proteolipid Protein), MBP (Myelin Basic Protein), CNPase,
MAG (myelin-associated glycoprotein) et en dernier lieu, MOG (Myelin-Oligodendrocyte
glycoprotein) qui est le signal final de la maturation oligodendrocytaire et permettant la
stabilisation de la gaine de myéline. Ces marqueurs sont notamment utilisé€s afin de déterminer

le stade précis de maturation des OLs [fig. 2.6].

Les précurseurs Les pré - Les oligodendrocytes  Les oligodendrocytes
d'oligodendrocytes oligod e!ldrocyles matures myélinisants
(OPC) (pré-OLs) (OLs)
Olig1/2 Olig1/2 Olig1/2 Olig1/2
Sox10 Sox10 Sox10 Sox10
Nkx2.2 Nkx2.2 Plp/Dm20 Plp/Dm20
Pdgfra Pdgfra Cnp Cnp
Ng2 Ng2 04 04
A2b5 A2b5 APC APC
Dm20 Dm20 GalC GalC
Cnp Cnp Mbp Mbp
04 MOG

FIGURE 2.6 Représentation schématique des différentes étapes de maturation des oligodendrocytes. Les
étapes de maturation des OPC, pré-OL, OL matures et OL myélinisants sont identifiables grice a leurs
caractéristiques morphologiques (en haut) et antigéniques (en bas). D’apres [29]

Le rdle principal de ces cellules est la formation de la gaine de myéline qui correspond a
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I’enroulement de la membrane plasmique des OLs autour de I’axone. Plusieurs signaux
intrinseéques et extrinseques sont impliqués dans ce processus via le déclenchement du
remodelage du cytosquelette d’actine afin d’achever la compaction autour de 1’axone [30].
Cette gaine agit comme un isolant électrique, elle permet d’augmenter la vitesse de conduction

du potentiel d’action.

2.1.3.2 Les astrocytes

Les astrocytes forment la population cellulaire la plus abondante du SNC. Elle en constitue
30% de ses cellules [31]. Cette population joue des rodles clés dans les processus
physiologiques du SNC, tels que, le maintien de I’homoeostasie métabolique, la formation des
barrieres hémato médullaire et hémato encéphalique, la régulation du flux sanguin, et la

participation a la signalisation calcique et au synapse tripartie [32].

Les astrocytes sont une population tres hétérogene de cellules de par leur phénotype, leur
morphologie et du fait de la diversité de leurs origines développementales [33]. Classiquement,
on peut distinguer deux types d’astrocytes : les protoplasmiques localisés au niveau de la
substance grise et qui possedent de nombreuses ramifications courtes et les astrocytes fibreux
repartis au sein de la substance blanche et arborant des ramifications plus fines et plus longues
[fig. 2.7] [34].
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FIGURE 2.7 Localisation des astrocytes fibreux et protoplasmiques au niveau de la moelle spinale. D’aprés
[33]

Au cours du développement, les astrocytes se développent a partir de précurseurs ventraux
originaires des domaines pl, p2 et p3 et sous I’influence des facteurs de transcriptions Pax6 et

NKx6.1 donnant ainsi les trois sous-populations astrocytaires VA1 , VA2 et VA3 [35].
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L’identification de ces trois sous-populations est basée sur leur expression du Slit1 (slit guidance
ligand 1) et de la reelin. Ces deux derniers jouent un role crucial dans le processus de migration
et de positionnement au niveau de la substance blanche de la moelle en développement [fig. 2.8]
[36].
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FIGURE 2.8 Représentation schématique des zones d’émergence des astrocytes durant le développement.
Au cours de développement , les astrocytes se développent a partir des précurseurs ventraux originaires des
domaines p1, p2 et p3 sous I'influence des facteurs Pax6 et NKx6.1, donnant naissance aux trois sous population
astrocytaires les VA1 (qui expriment PAX6 et la reelin, dérivés de p1) les plus dorsaux, VA3 (qui expriment
NKx6.1 et SLIT1, dérivés de p3) les plus ventraux et les astrocytes VA2 (qui expriment PAX6, NKx6.1, reelin et
SLIT1, dérivés de p3) sont situés dans un domaine intermédiaire de la matiere blanche. D’apres [37]

2.1.3.3 Les cellules épendymaires

Les cellules épendymaires sont des cellules ciliées qui tapissent les parois du systéme
ventriculaire et le canal central de la moelle spinale. Elles forment une barriere continue entre
le liquide cérébrospinale (LCS) et le parenchyme nerveux adjacent, contrOlant ainsi la

propulsion du flux de LCS.

Origine développementale des cellules épendymaires : Vers E12, les parties dorsales du
neuroépithélium formant la paroi du canal central primitif vont fusionner entrainant la
réduction de la lumiere du canal. Entre E13.5 et E15.5, les cellules radiaires présentes au
niveau de la partie ventrale du tube neural vont changer de mode de division et vont se diviser
asymétriquement afin de donner naissance a E15.5 aux cellules épendymaires au niveau du
canal central primitif [38]. Elles dérivent principalement des cellules des domaines pMN et p2
exprimant le facteur de transcription NKx6.1 sous dépendance du gradient de Shh issu de la

plaque du plancher du tube neural [39].

Vers P8 a P10, il a été démontré la naissance d’une seconde vague de cellules épendymaires
[40, 41]. Cette division va permettre I’élongation du canal central pendant la croissance de la
moelle spinale [fig. 2.9].
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FIGURE 2.9 Représentation schématique des zones d’émergence des cellules épendymaires du canal central
de la moelle spinale. Durant la phase tardive du développement embryonnaire, la gliogénée se met en place, les
cellules épendymaires du CC (canal central) commencent a dériver principalement des cellules exprimant NKx6.1
au niveau des domaines pMN et p2 deés E 15.5. D’apres [42]

La diversité cellulaire du canal central : Le canal central est un épithélium pseudo-stratifié,
composé de plusieurs types cellulaires en contact direct avec la lumiere du canal ou en position
sous-épendymaire [43]. Majoritairement, le canal central adulte est composé par des cellules
épendymaires ciliées en contact avec le LCS avec une disposition divergente polarisée aux

niveaux dorsal et ventral du canal.
Actuellement, on distingue quatre types de cellules au niveau du canal [fig. 2.10] :

— Les cellules épendymaires ciliées en contact avec le LCS révélant une certaine

hétérogénéité morphologique entre elles
— Les tanycytes ou cellules épendymaire radiaires

— Les neurones en contact avec le LCS (Cerebral-fluid contacting neurons CSF-N)
présents dans les différents segments de la moelle spinale [44]. On distingue deux types
de CSF-N : une population latérale et une ventrale qui different par leur origine
développementale [45]. Ces cellules sont caractérisées par un profil
électrophysiologique similaire a celui des neurones immatures, ainsi que par
I’expression, méme a 1’age adulte, du marqueur double cortine (DCX) [46]. Dans la
moelle spinale adulte, la plupart de ces cellules neuronales sont des neurones

GABAergiques suggérant qu’ils sont des neurones fonctionnels [47].

— Les astrocytes en contact avec le canal central (central-canal contacting astrocytes

Accs) ce sont des cellules peu fréquentes au niveau du canal, leur présence a été
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démontrée par une étude dans un modele de souris transgénique hGFAP-CreER™:: YFP.

Ces cellules expriment également au niveau dorsal du canal le marqueur Nestin [48].

Cellule épendymaire ciliée

Neurone en contact avec le LOS.

Astrocyte en contact avec le canal central

FIGURE 2.10 Composition cellulaire du canal central de la moelle spinale : On distingue quatre types de
cellules au niveau du canal central. les cellules épendymaires ciliées, les tanycytes, les neurones en contact avec
le liquide cérébrospinale (LCS) et les astrocytes en contact avec le canal central. D apres [43]

Identité moléculaire des cellules du canal central : Plusieurs marqueurs sont exprimés par
les cellules du canal central, de I’embryogenese a 1’age adulte, et traduisent 1’hétérogénéité

cellulaire et moléculaire de cette zone aussi bien au niveau spatial que temporel [fig. 2.11].
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FIGURE 2.11 Identité moléculaire des cellules du canal central de la moelle spinale. D’apres [49]

Diverses études ont montré selon la localisation de ces cellules au niveau du canal, qu’elles
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exprimaient des protéines et des facteurs de transcription spécifiques. Par exemple, les cellules
épendymaires se trouvant au niveau latéral du canal expriment le S1003 et sont Nestin
négatives. Alors méme qu’au niveau ventral et dorsal, les cellules expriment fortement ce
marqueur de cellules souches, Nestin, et sont identifiées par leurs longs filaments qui se
prolongent le long de la ligne dorsale [50]. Ces cellules coexpriment également Pax3, Acll,
NKx6.1, Olig2 et NKx2.2 qui sont, quant a eux, des marqueurs uniquement exprimés au
niveau dorsal [51]. Sox2, sox9, CD15, CD133 ou CD24 correspondent a des marques associés
aux progéniteurs cellulaires et sont exprimés par les cellules qui bordent le canal central dans
son ensemble [52]. De récentes études montrent que toutes les cellules sox2-positives

coexpriment également la connexine 50 [53].

Concernant les CSF-N, les neurones en contact avec le LCS au niveau du canal, ils maintiennent
leurs profils embryologiques, en exprimant NKx6.1, NKx2.2, FOXA?2 et GATA2/3 ainsi que
certains marqueurs spécifiques, permettant de les identifier, tel que le PKD2L1 et PKDI1L2
[54].

Les cellules épendymaires, étant des cellules ciliées, expriment plusieurs types de marqueurs
liées a la ciliogenese. Un de ces marqueurs permettant leur identification au sein du SNC est le
FoxJ1 (Forkhead box J1). Ce marquer est décrit comme régulateur majeur de la multiciliogénese
lors du développement et qui reste toujours exprimé par les cellules ciliées a cils motiles, méme
a I’age adulte [41, 52]. On retrouve ce marqueur dans divers tissus tels que le plexus choroide,

les testicules, I’épithélium pulmonaire et I’oviducte [55-57].

Dans la moelle spinale, a E15.5-E17.5 I’expression de FoxJ1 est restreinte aux cellules
épendymaires bordant le canal et aux progéniteurs astrocytaires sox9, GFAP et vimentine
positifs [fig. 2.12] [58]. En effet, il a été démontré que 1’expression de FoxJ1 par les cellules
radiaires €tait essentielle pour la différenciation de ces cellules en cellules épendymaires ou en
sous types d’astrocytes. De méme, cette expression de FoxJ1 est indispensable durant la

neurogenese néonatale au niveau des bulbes olfactifs [59].

De ce fait, le facteur de transcription FoxJ1 n’est pas qu’essentiel a la régulation de la
ciliogenese mais I’est également durant la régulation de la différenciation cellulaire de certains
progéniteurs au cours du développement [60]. Par ailleurs, I’absence de ce dernier entraine
d’importantes anomalies, tel que 1’hydrocéphalie définie par une accumulation excessive de
LCS, empéchant ’embryon d’arriver a terme [61]. Enfin, il est important de noter que d’un
point de vue expérimental, afin de faciliter I’identification des cellules épendymaires et de les

suivre, ainsi que leur « progénie » au cours du temps, un modele de souris transgénique
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hFoxJ1-CreER™2::tdTomato utilisant le promoteur humain du FoxJ1 est disponible.
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FIGURE 2.12 Représentation schématique de la distribution de I’expression de FoxJ1 selon I’axe
dorso-ventral de la moelle spinale durant le développement de E10.5 a P2. Une restriction d’expression de
FoxJ1 aux cellules épendymaires bordant le canal 8 E15.5-E17.5 et aux progéniteurs astrocytaires sox9, et
vimentine positifs. D’apres [60]

Le caractere souche des cellules épendymaires : les cellules souches endogenes de la moelle
spinale : En premier lieu, il est important de rappeler les deux criteres qui permettent de définir
le caractere souche d’un type cellulaire donné ; a savoir le potentiel d’auto-renouvellement et la

multipotence.

Pendant des décennies, on pensait que le SNC était une structure fixe, et que les neurones qui
le peuplaient n’étaient pas remplacés, contrairement a ce qui peut €tre observé a d’autres
endroits du corps dans lesquels persistent une population de cellules souches, comme c’est le
cas par exemple, au niveau de la peau. De ce fait durant cette période, il était imaginé que nous
disposions a la naissance d’un « pool » de neurones et que celui-ci ne faisait que diminuer au
cours de la vie. Il a fallu attendre le début des années 60, et la mise au point de méthodes de
détection permettant de visualiser la division cellulaire, notamment par le biais de la thymidine
tritiée (thymidine-H3), pour qu’Altman et son équipe démontrent pour la premiere fois

I’existence d’une prolifération cellulaire dans le cerveau chez le rat [62].

Durant des années, les avancées en termes d’innovations méthodologiques, ont permis de
confirmer I’existence de la neurogenese adulte; qui désigne ainsi la formation de nouveaux
neurones a partir de cellules souches neurales (NSC) qui vont ensuite intégrer les circuits

cérébraux existants.
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Cette neurogenese est principalement confinée a deux structures cérébrales :

— D’hippocampe, précisément au niveau de la zone sous-granulaire du gyrus denté

— Le bulbe olfactif ot dans ce cas précis la neurogenese commence au niveau de la zone
sous-ventriculaire ou les NSC proliferent et migrent le long de la voie de migration

rostrale pour enfin atteindre le bulbe olfactif; lieu de leur différenciation neuronale

Une fois I’existence de cette neurogenese au niveau cérébral confirmée, les chercheurs ont
voulu savoir si ce potentiel neurogénique n’était restreint qu’au cerveau. Ainsi, leurs travaux
ont conduit, en premier lieu, a la recherche d’un potentiel d’un autre « pool » de cellules

souches neurales au sein de la moelle spinale.

Ces investigations ont commencé en 1962 lorsqu’ Adrian et Walker ont pu observer, pour la
premicere fois, une prolifération cellulaire au sein de la moelle spinale chez une souris adulte, en

utilisant de la thymidine apres 1é€sion médullaire [63].

Plusieurs études se sont alors intéressées a cette population cellulaire issue de la moelle spinale
et présentant des similitudes phénotypiques avec les NSC, notamment en exprimant les mémes
marqueurs spécifiques tel que Nestin, cd33, cd15, sox2 ,BLBP et PSA-NCAM [43].

En 1996, Weiss et al. se sont intéressés a cette population cellulaire. leur étude reste la
référence car elle a permis de mettre en évidence le potentiel souche de la moelle spinale in
vitro. Ce travail fut basé sur la réalisation de culture de neurospheres de segments thoraciques
et lombaires de moelle spinale chez la souris, en présence de facteurs de croissance tels que le
EGF et FGF. En présence de ces facteurs, les cellules souches neurales se mettent a proliférer
et forment des neurospheres. De plus, en absence de ces mémes facteurs, ces cellules vont
pouvoir se différentier; majoritairement en astrocytes, et minoritairement en OLs, et en
neurones [fig. 2.13] [64].
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T3

FIGURE 2.13 La mise en évidence du potentiel souche de la moelle spinale in vitro. Les neurospheres
générées par culture des segments thoracique T1-T13 et lombaires L6-Co3 de moelle spinale de souris adulte en
présence des facteurs EGF et FGF A) neurosphéres primaire B) neurospheres secondaires générées de la
dissociation des premieres neurospheres C,D et E représentent les cellules différenciées des neurospheres
secondaires en absence de facteurs de croissance : astrocytes, oligodendrocytes et neurones respectivement.
D’apres [64]

Apres avoir prouvé la présence d’une population cellulaire au potentiel souche au sein de la
moelle spinale, la question s’est alors posée de déterminer 1’origine cellulaire ainsi que la

localisation anatomique de ces cellules au niveau de la moelle.

Plusieurs études se sont intéressées alors a localiser ces cellules en utilisant différents types
de techniques. En 1999, Johansson et al. ont démontré, par 1’injection interventriculaire d’un
traceur; le DiL au niveau du LCS et par la mise en culture de la paroi du ventricule latéral et
de la moelle spinale, que ces tissus généraient des neurospheres fluorescentes in vitro. Ceci a
confirmé que les neurospheres étaient issues des cellules bordant les ventricules cérébraux et le
canal central de la moelle spinale. Johansson et al. ont également constaté in vivo qu’une faible
incorporation de BrdU était observée au cours du temps par les cellules bordant le canal central
[65].

D’autres équipes ont basé leurs investigations sur des techniques de microdissection et des
analyses cytométriques. Ils ont ainsi pu monter que ces cellules souches sont bien les cellules

bordant le canal central de la moelle spinale [66, 67].

Toutefois, d’autres études contredisent le fait que ce potentiel souche n’est restreint qu’aux
cellules bordant le canal central. En effet, certaines mettent en avant le fait que ce potentiel
existe également au niveau du parenchyme médullaire et que ce tissu peut également générer
des neurospheres [68, 69]. Cependant, le potentiel souche de ces cellules differe de celui de
celles présentes au niveau du canal central, en effet leur potentiel d’auto-renouvellement est

limité ; les neurospheres formées a partir du parenchyme médullaire ne pouvant €tre remises en
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culture apres dissociation que deux a trois fois [70].

La capacité souche de la moelle semble toutefois différer en fonction de la localisation
anatomique considérée; en effet, certaines études mettent en évidence le fait que la moelle
lombaire ne génere que peu ou pas de neurospheres [64]. Chez ’homme, notamment, les
neurospheres obtenues a partir de biopsies issues de la zone lombaire possedent un potentiel

d’auto-renouvellement limité [71].

Il apparait ainsi que le long de I’axe rostro-caudale de la moelle, les neurospheres formées
ont des propriétés différentes [72] et expriment des combinaisons de marqueurs différents. Ceci
tend a prouver I’hétérogénéité moléculaire en fonction de la localisation anatomique des cellules

souches endogenes de la moelle spinale.

Selon I’axe dorso-ventral du canal central, les neurospheres qui ont dérivé des cellules dorsales
expriment des marqueurs spécifiques des cellules de la glie radiaire tels que BLBP, RC2 et
Glast, [73, 74] et également des marqueurs spécifiques de la lignée oligodendrocytaire tels que
olig 2, NG2, NKx2.2, PDGFa et MBP [74, 75]. Ceci peut expliquer le fait que ces neurospheres

se différencient majoritairement en oligodendrocytes in vitro [76].

Ces cellules souches endogenes de la moelle présentent plusieurs points communs avec les
cellules souches de la SVZ. Premierement, cette région épendymaire est richement vascularisée
[73]. Deuxiemement, la niche de la moelle spinale maintient, comme décrit précédemment, un
« pool » de cellules de type radial glia-like cells au niveau dorsal exprimant Nestin, BLBP et
CD15. Enfin, comme au niveau de la SVZ, 1a niche médullaire surexprime DAN, un antagoniste
de la famille des protéines BMPs, facteur de différenciation des cellules souches, [75, 77]; son
homologue le noggin est exprimé au niveau de la SVZ : [78]. Ces protéines vont inhiber la
différenciation de ces NSC et maintiennent ainsi le potentiel souche de ces cellules jusqu’a
I’age adulte [fig. 2.14].

Finalement, la moelle spinale, pourtant encore parfois décrite comme une simple voie de
communication entre le cerveau et les organes cibles situés a la périphérie du corps, constitue
une niche de NSC au sein du SNC. En effet, les cellules souches qui s’y trouvent possedent
une cartographie cellulaire complexe et dynamique et dont la réactivité et le potentiel méritent

une attention particuliere notamment dans un cadre lésionnel.
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FIGURE 2.14 Illustration comparative des deux niches du systéme nerveux central. la zone subventriculaire
et le canal central de la moelle spinale. D’apres [73]



Chapitre 3

Les traumatismes médullaires : une

physiopathologie complexe et évolutive

55



Les traumatismes médullaires : une physiopathologie complexe et évolutive 56

3.1 La Lésion médullaire

La 1ésion médullaire est une affection complexe qui peut résulter d’événements traumatiques
ou non traumatiques comme des affections : tumorales, vasculaires, inflammatoires,
infectieuses, toxiques, malformatives ou dégénératives. Une lésion médullaire traumatique
(LMT) se produit lorsqu’une force physique externe endommage la moelle spinale et entraine
des déficits moteurs et/ou sensoriels. Suite a une LMT, les patients peuvent souffrir d’une

paraplégie ou d’une tétraplégie.

On définit la tétraplégie quand le patient présente un déficit ou une perte des fonctions motrices
et/ou sensitives dans les segments cervicaux, touchant les membres supérieurs et inférieurs, et
la paraplégie lorsqu’il y a un déficit ou perte des fonctions motrices et/ou sensitives dans les
segments thoraciques, lombaires et sacrés de la moelle. La paraplégie est caractérisée par une

préservation des fonctionnements des membres supérieurs [fig. 3.1].
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FIGURE 3.1 Classification des paralysies en fonction du niveau de la lésion de la moelle spinale. La nature et
I’étendue des déficits d’'une LMT varient en fonction du niveau de I’atteinte 1ésionnelle.

La nature et I’étendue des déficits d’une LMT varient donc en fonction du niveau de 1’atteinte
l1ésionnelle et également en fonction de sa sévérité [79]. Selon 1’organisation mondiale de la
santé, on estime entre 250 000 et 500 milles nouveaux cas de la 1ésions médullaires traumatiques
ou non-traumatiques par an dans le monde. La prévalence des LMTs en France était de 250 cas
/million d’habitants en 2014 [80].
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Les principales étiologies des LMTs sont principalement [81] :

— Les accidents de la route (38%)
— Les chutes (30.5%)

— La violence (13.5%)

— Les activités sportives (9%)

— Autres (9%)

Deux profils de patients atteints de LMTs sont majoritairement constatés. Une premiere
catégorie concerne des patients entre 16 et 30 ans et une deuxieme touche une population de
patients dgées de plus de 60 ans. L’age moyen de survenue des LMTs augmente régulierement,
il était de 29 ans en 1970 et est passé a 42 ans en 2016. Dans 80% des cas, les LMTs se

produisent chez des hommes [82].

Cependant, du fait du vieillissement de la population, on peut prédire que la fréquence de ces
traumatismes devrait augmenter dans 1’avenir chez les personnes de plus de 60 ans. La prise en
charge et les conséquences chez ces patients posent des problemes spécifiques, aussi bien sur le

plan médical que socio-économique.

3.1.1 Complication

La 1ésion médullaire a des conséquences immédiates et dramatiques sur les grands systemes
physiologiques. La compréhension et le traitement des désordres induits par le traumatisme
médullaire sont essentiels a la prise en charge immédiate de ces patients. Parmi ces

complications immédiates couramment signalées, on mentionne :

— Les complications respiratoires, premicre cause de mortalité
— Les complications hémodynamiques (telles que les thromboemboliques)
— Les complications uro-néphrologiques, premiere cause de morbidité

— Les complications digestives

Ces complications immédiates sont suivies par des complications secondaires telles que
[83] :

— Des douleurs

— Des troubles de décubitus (escarres)



Les traumatismes médullaires : une physiopathologie complexe et évolutive 58

— Des complications cardiovasculaires (hypotension, bradycardie, dysautonomie)
— Des souffrances psychologiques

— Des complications neuro-orthopédiques (cals vicieux — pseudarthrose)

Ces troubles dépendent du niveau et de la gravité de la 1ésion, en effet, plus celle-ci se situe en
haut de la moelle spinale, plus les conséquences s’aggravent et plus le risque de déces

augmente.

3.1.2 Evaluation clinique initiale

[’évaluation des troubles présents chez un 1ésé¢ médullaire se base sur un examen clinique
neurologique complet, qui détermine le niveau lésionnel, le caractere complet ou non de la

LMT et une analyse des déficits moteurs et sensitifs.

On sait qu’en matiere de pronostic, tout se joue au moment du choc pour les Iésions
traumatiques et dans les heures qui suivent I’installation de la paraplégie. Quant au diagnostic,
les praticiens peuvent déterminer le degré d’atteinte en fonction de la classification
internationale américaine de la 1ésion médullaire ASIA (American Spinal Injury Association).

Ci-dessous sont présentées les caractéristiques de cette classification [fig. 3.2] :

— A = Complet : aucune sensibilité ou motricité dans le territoire S4-S5.

— B = Incomplet sensitif : la sensibilité est préservée mais pas la motricité au-dessous du

niveau lésionnel, en particulier dans le territoire S4-S5.

— C = Incomplet moteur : la motricité est préservée au-dessous du niveau lésionnel et plus
de la moitié des muscles testés au-dessous de ce niveau a un score < 3 (motricité non

fonctionnelle).

— D = Incomplet moteur : la motricité est préservée au-dessous du niveau lésionnel et au

moins la moiti€ des muscles testés au-dessous de ce niveau a un score < 3.

— E = Normal : la sensibilité et la motricité sont normales. Des anomalies des réflexes

peuvent pourtant persister.
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Cette classification est aussi utilisée pour évaluer les changements (ou la réponse) obtenus grace

a des interventions de réadaptation a la suite de la 1ésion. Elle comprend :

— Une échelle d’évaluation de la force motrice est effectuée comme suit :

[S—

. Pas de contraction ou de mouvement
2. Mouvement minimal (visible ou palpable) sans déplacement perceptible
3. Mouvement actif mais pas contre la gravité
4. Mouvement actif contre la gravité du segment mobilisé
5. Mouvement actif contre la gravité avec résistance modérée
6. Mouvement actif contre la résistance complete
— Une échelle d’évaluation sensitive (toucher 1éger et piqiire)

1. un score de z€ro est attribué si le patient ne peut pas faire de différence de sensation

cutanée entre la pointe d’une épingle acérée et le bord plat de cette méme épingle
2. Avec facultés affaiblies ou hyperesthésie (allodynie mécanique)
3. Intact
— Une évaluation de la contraction anale volontaire

— Une évaluation de la sensation anale

3.1.3 La prise en charge

L’objectif initial est de s’assurer de prendre en charge le patient 1ésé rapidement afin de
garantir la stabilisation de ces fonctions vitales dans les meilleurs délais, et ceci en controlant
la ventilation, la stabilisation du rachis, notamment apres lésion cervicale, les parametres
hémodynamiques et I’hémostase, rechercher des éventuelles 1ésions associées et prévenir et
traiter une éventuelle hypothermie. Tout cela afin de limiter le risque de la 1ésion secondaire de

la moelle spinale.

Une fois stabilisé, le patient est dirigé vers un centre hospitalier ou aura lieu un examen
neurologique détaillé. L’équipe médicale évaluera alors la nécessité d’une intervention
neurochirurgicale. Cette intervention consiste a la décompression médullaire afin de limiter la
propagation de la lésion du fait notamment de la compression ischémique [84]. Des études
cliniques montrent qu’une intervention chirurgicale moins de 12h apres la LMT améliore le

pronostic neurologique [85].
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FIGURE 3.2 Classification de ’ASIA évaluant la motricité et la sensibilité des patients médullo-lésés. .

3.2 La physiopathologie de 1la Iésion médullaire

traumatique

Chronologiquement, la 1ésion médullaire se divise en deux grandes phases :

3.2.1 La phase primaire

Elle se caractérise par la destruction (déchirure ou altération) tissulaire induite par un
traumatisme mécanique telle qu’une contusion, compression, lacération ou transsection de la
moelle. Cette 1ésion initiale se traduit par une destruction cellulaire qui engendre une rupture
des faisceaux axonaux et des vaisseaux sanguins médullaires. Cette phase primaire est le début

d’un ensemble d’évenements physiopathologiques complexes conduisant a une lésion
secondaire [fig. 3.3].
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FIGURE 3.3 La physiopathologie de la lésion médullaire traumatique (LMT). La LMT se divise en deux
grandes phases : 1a phase primaire (la destruction tissulaire, rupture des faisceaux axonaux et des vaisseaux
sanguins médullaire et la phase secondaire (inflammation, Excitotoxicité, Démyélinisation et la mise en place de
la cicatrice médullaire). D’apres [86]

3.2.2 La phase secondaire

Plusieurs facteurs moléculaires et cellulaires participent a cette série d’événements que
constitue la phase secondaire et qui se traduit par ’amplification des dégats initiaux et
I’aggravation des déficits neurologiques et fonctionnels. Elle se divise en plusieurs phases,

chacune d’elles se caractérisant par des évenements majeurs [fig. 3.4].

3.2.2.1 La phase immédiate (< 2h)

Lésion vasculaire, (Edeme et ischémie :

Cette phase commence quelques minutes apres la 1ésion primaire et correspond aux deux
premieres heures qui suivent le traumatisme. Elle est caractérisée par une nécrose cellulaire
rapide, en particulier des cellules endothéliales, causant ainsi une rupture des vaisseaux

sanguins, donnant lieu a une hémorragie.

Les dommages vasculaires, et en particulier 1’ischémie, conduisent & une accumulation des

fluides interstitiels provoquant des cedémes peu aprés 1’impact initial. A ce stade, on observe 3
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types d’cedemes : cytotoxique, ionique et vasogénique ; principalement suite a la rupture de la
barriere hémato-spinale [87, 88]. En effet, la sécrétion de certains médiateurs inflammatoires
telles que les cytokines TNF et IL-13, provoque 1’altération de la perméabilité de la barriere

hémato-spinale.

Tout cela va étre accompagné par un événement particulier nommé « spinal shock » qui est un
choc spinal transitoire, défini comme un état clinique temporaire de sidération médullaire, avec
des atteintes motrices, sensitives et du systeme nerveux végétatif survenant quelques heures

apres la 1ésion.

3.2.2.2 La phase aigiie (2h - 2 semaines)

Cette phase est subdivisée en deux stades lésionnels : aigue précoce et subaigué.

La phase aigué précoce (2h — 48h) :

Elle s’étend de la deuxieme heure a la quarante-huitieme heure apres la lésion primaire. A
ce stade, suite a la destruction vasculaire et a I’hémorragie; la zone des dommages primaires
s’élargit considérablement en aggravant les lésions tissulaires et en perturbant 1’homéostasie

cellulaire.

Excitotoxicité, Trouble ionique, Dysfonctionnement mitochondrial :
Cette phase est caractérisée par une dérégulation ionique, métabolique et mitochondriale
contribuant a des dommages cellulaires, causant ainsi une mort cellulaire par un phénomene

d’excitotoxicité [89].

Cette excitotoxicité est une augmentation massive du taux de glutamate extracellulaire due a une
suractivation de ces récepteurs ionotropiques NMDA, AMPA et métabotropiques kainate [90]

présents sur les neurones et également sur les astrocytes et les oligodendrocytes [91, 92].

Cette suractivation induit un influx massif de calcium et de sodium dans les cellules, provoquant
un déséquilibre osmotique, conduisant a la mort cellulaire. a la suite de I’activation de systeme
protéolytique de la calpaine ainsi que par la production de radicaux libres et de la peroxydation
lipidique [93, 94].

Inflammation :
En général, I’inflammation est une réaction immunitaire qui fait suite a une agression externe

ou interne faisant intervenir plusieurs acteurs, notamment, les cellules immunitaires résidentes
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et circulantes qui vont secréter des médiateurs chimiques dans le but d’éliminer les causes a

I’origine de I’agression afin d’initier la réparation tissulaire.

Maintenant, si I’on s’intéresse spécifiquement a la réaction inflammatoire dans le cadre de la
lésion spinale, on observe que du fait du traumatisme et de I’ensemble des événements
secondaires qui lui succedent, la perméabilit¢é de la barriecre hémato-spinale est

augmentée.

Cette augmentation de la perméabilité initiée par la destruction vasculaire est la clé du
déclenchement progressif de I’inflammation se mettant en place des les premiers instants et
perdurant dans le temps. Des les premicres vingt-quatre heures, le systtme immunitaire inné
recrute des cellules telles que les neutrophiles, qui une fois infiltrés, secretent des facteurs
pro-inflammatoires sous forme de cytokines /chimiokines éliminant les débris tissulaires et
activant ainsi les cellules de la microglie et les astrocytes résidents du parenchyme. Ceci est
suivi de la migration des monocytes circulants vers le site de la 1ésion et ou ils se différencient
en macrophages. Ces derniers deviennent alors difficilement discernables des cellules de la
microglie active, du fait de I’expression commune d’un grand nombre de marqueurs. Toutefois,
la différence des niveaux d’expression de certains marqueurs comme le CD45, faiblement
exprimé par les cellules de la microglie (CD45 low) et fortement exprimé par les macrophages
(CD45 high) [95]. De plus, de maniere plus spécifique, récemment, il a été mis en évidence
qu’une protéine transmembranaire, la Tmem119 [96] permettrait de suivre spécifiquement les
cellules microgliales. Basée sur D’expression spécifique de cette protéine, une souris
transgénique permettant de suivre la microglie a d’ailleurs été créée (Tmeml19-tdTomato) et

permettant ainsi de différencier les cellules microgliales des macrophages [97-99].

La réponse inflammatoire se mettant en place suite a la 1ésion revét deux phénotypes distincts ;
un premier neurotoxique et un second neuroprotecteur [100]. Ceci est le reflet de
I’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des macrophages et de la microglie pouvant étre
de type pro-inflammatoire (M1-like) et produisant alors des cytokines (TNF-« , IL-1 , IL-6) et
des chimiokines (CXCLI1, CXCL12) proinflammatoires ou de type anti-inflammatoire
(M2-like) et secretant alors des cytokines telles que IL-10, IL-13 induisant le remodelage
tissulaire [101, 102].

Dégénérescence wallérienne et Démyélinisation :
La destruction tissulaire, I’ischémie, la libération de cytokines proinflammatoires, le stress
oxydatif ainsi que 1’excitotoxicité forment un microenvironnement apoptotique induisant la

mort cellulaire. Les OLs sont particulierement vulnérables aux altérations se mettant en place
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suite au traumatisme médullaire, une part importante de cette population cellulaire entre donc
en apoptose [103, 104]. En effet, il a été démontré que dans un modele de contusion chez le
rat, on observe que cette perte oligodendrocytaire est présente des la quinzieme minute apres la
lIésion et perdure jusqu’a trois semaines apres [105]. Cette perte d’OLs, d’abord cantonnée au
site de la lésion, s’étend ensuite au-dela de 1’épicentre lésionnel et engendre ainsi une

démyélinisation axonale, associée a la dégénérescence wallérienne [106, 107].

La phase Subaigue (48h - 2 semaines) :

Elle commence a partir du deuxieme jour apres la 1ésion et prend fin deux semaines plus tard.
Cette phase est caractérisée par une élimination intensive des débris cellulaires accumulés au
niveau du site de la 1ésion. Les événements marquants de cette phase sont la prolifération
massive des astrocytes et 1’hypertrophie de leur corps cellulaire. Quelques heures apres le
traumatisme, les astrocytes se mettent a surexprimer la GFAP, le facteur de transcription
STATS3, le NF-k5 ainsi que les chondroitines sulfate protéoglycanes (CSPG) [108-111].

Cette astrogliose se situe a la périphérie du coeur Iésionnel formant les bordures de cette zone,
donnant ainsi naissance a une des composantes majeures de la cicatrice gliale. Cette composante
gliale de la cicatrice empéche la propagation de la zone lésionnelle et assure la protection de
I’intégrité tissulaire de la moelle [112]. Cette réactivité est intense entre le 3™ et le 5™ jour

apres la 1ésion, se ralentit au 7™ jour et se stoppe au 14 jour [113].

Cette cicatrice gliale a été considérée pendant des décennies comme étant le principal élément
inhibiteur a la régénération et a la récupération fonctionnelle apres LMT [114, 115].
Cependant, cette hypothese a été remise en cause. En effet, différentes études ont montré que
la perte ou le dysfonctionnement de cette cicatrice engendre 1’extension de la zone Iésionnelle
et de I'inflammation se traduisant par une aggravation ou une perte de la récupération
fonctionnelle apres LMT [116, 117].

3.2.2.3 La Phase Intermédiaire (2 semaines - 6 mois)

Elle commence des la deuxieme semaine apres le traumatisme et se prolonge pendant les six
mois qui suivent. On observe un arrét progressif de la prolifération des astrocytes réactifs. En
revanche, la réactivité de ces cellules au sein de la cicatrice gliale persiste. Cette derniere
commence a devenir mature [118]. D’autre part, on remarque 1’apparition spontanée de
bourgeonnements axonaux [119], ces derniers ne sont toutefois pas suffisants pour entrainer

une amélioration fonctionnelle significative.
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3.2.2.4 La phase chronique (> 6 mois)

C’est la derniere phase. Elle commence a partir du 6™ mois apres la Iésion et persiste durant
toute la vie chez le traumatisé médullaire. Pendant cette phase, la 1ésion peut se stabiliser ou
évoluer vers la constitution de cavitations kystiques, notamment observées chez I’homme et
chez le rat. Chez I’homme, on observe également chez 30% des patients 1’apparition de
myélomalacie [120]. La dégénérescence wallérienne se poursuit des années apres la Iésion et
conduit a une perte cellulaire supplémentaire ainsi que des perturbations accentuant les déficits
[121, 122]. On considere qu’une a deux années apres le traumatisme, les déficits fonctionnels
se stabilisent [80].
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Comme décrit précédemment, la physiopathologie de la Iésion médullaire est une cascade
d’événements caractérisée par des modifications du microenvironnement tissulaire de la
moelle. Ce microenvironnement lé€sionnel posseéde une caractéristique particuliere définie par
son hétérogénéité cellulaire et moléculaire et par sa dynamique durant la phase chronique de la

l1ésion. Ce microenvironnement hétérogene constitue la cicatrice médullaire.

Dans ce chapitre, on s’intéressera, en premier lieu, aux différentes composantes cellulaires de
cette cicatrice, puis a leurs réactivités et leurs roles suite a la 1ésion, et enfin aux différentes

stratégies thérapeutiques proposées afin de la moduler.

4.1 La cicatrice médullaire

La cicatrice médullaire est généralement composée de deux zones : le cceur de la lésion,
contenant des fibroblastes dérivés des cellules stromales et des cellules immunitaires, et est
entouré par une deuxieme zone appelée la pénombre qui contient des astrocytes

hypertrophiques [fig. 4.1].

\ ’ <  Dégénérescence axonale

P Astrocytes réactifs
La pemombre —|
PDGFf+ fibroblastes/cellules stromales

Microglie et macrophage actives

Le ceeur de Ia lésion =

X NGoPC
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FIGURE 4.1 La cicatrice médullaire. Composée de deux zones : le cceur de la 1ésion, contenant des fibroblastes
dérivés des cellules stromales et des cellules immunitaires, et est entouré par une deuxiéme zone appelée la
pénombre qui contient des astrocytes réactifs. D’apres [123]

Le terme de cicatrice médullaire induit une certaine confusion du fait de débats entre les
chercheurs quant a la définition de « cicatrice médullaire ». En effet, chacun a sa propre vision
de la cicatrice et de sa mise en place suite a la 1ésion. Les termes et la composition de celle-ci

different donc d’une équipe a une autre.
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Ainsi, depuis des années, des équipes la dénommaient « cicatrice gliale » en la décrivant
comme étant composée uniquement d’astrocytes bordant la zone de la Iésion. D’ autres équipes
caractérisaient cette zone de maniere plus globale [124] en la décomposant en cicatrice gliale
et fibrotique. D’autres encore, parlent de tissu lésionnel réunissant a la fois le centre de la
l1ésion et la bordure astrocytaire de celle-ci, ainsi que le tissu réactif non 1ésionnel qui I’entoure
[116].

Bien que ces visions s’opposent concernant la compartimentation de cette cicatrice et les
terminologies utilisées dans cette partie du microenvironnement lésionnel de la moelle, il est
important de noter qu’ils font référence aux mémes types de cellules, a savoir : astrocytes,
fibroblastes, microglies et OPCs. Toutes ces cellules interagissent entre elles dépendamment

de la phase de la Iésion.

La cicatrice médullaire ne doit pas étre considérée comme une composante isolée du reste de
la moelle 1ésée car elle est faconnée par les processus d’inflammation et de remodelage de la

matrice extracellulaire de la moelle 1€sée.

Tout au long de ce chapitre, nous consideérerons que le terme cicatrice médullaire englobe les
trois composantes suivantes : a) la cicatrice fibrotique située au cceur de la 1ésion, b) la
cicatrice gliale située en bordure de la zone fibrotique et c) la zone neurale réactive entourant
les deux cicatrices précédentes comme une pénombre Iésionnel. [116]. Chacune de ces zones
ayant sa propre composition cellulaire et ses propres interactions fonctionnelles [fig.
4.2].

La cicatrice fibrotique ‘ La cicatrice gliale La zone neurale réactive
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FIGURE 4.2 La composition cellulaire de la cicatrice médullaire. A) la cicatrice fibrotique située au coeur de la
1ésion, B) la cicatrice gliale située en bordure de la zone fibrotique et C) la zone neurale réactive entourant les
deux cicatrices. D apres [123]
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4.2 La composition cellulaire de la cicatrice médullaire

4.2.1 La cicatrice fibrotique : le ceeur de la lésion

A la suite du traumatisme mécanique ayant lieu au niveau de la moelle, on observe une
destruction tissulaire engendrant, comme cela a été décrit dans le chapitre précedent, une
rupture des vaisseaux sanguins et de la nécrose cellulaire, notamment celle des cellules

endothéliales.

Rapidement, en réponse a cette 1é€sion primaire, les cellules microgliales sont activées afin

d’éliminer les débris accumulés au niveau de la zone de la 1ésion. Suite a cela, par

I’intermédiaire de certaines cytokines et chimiokines, le systtme immunitaire inné recrute

depuis la circulation générale des macrophages, des neutrophiles, des lymphocytes et des

leucocytes vers le cceur de la 1ésion [fig. 4.3] [116, 123].
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FIGURE 4.3 Activation microgliale et sa mise en place au niveau de la cicatrice médullaire suite a la 1ésion
de la moelle spinale. D’apres [123]

En parallele, une invasion massive de fibroblastes a lieu au niveau de la zone de la lésion
formant progressivement la cicatrice fibrotique. Plusieurs études se sont attelées a démontrer
I’origine de ces fibroblastes, caractérisés par leur expression de PDGFR 3, suggérant ainsi deux
origines principales potentielles : une origine méningée [125] ou périvasculaire [126]. En
2011, Goritz et al. ont tiré avantage de la lignée de souris transgéniques inductible
Glast::CreER™-YFP afin de déterminer 1’origine de ces fibroblastes au niveau du cceur de la
lIésion. En se basant sur la localisation des cellules Glastt, PDGFR/* se trouvant a proximité
de la lame basale de 1’endothélium des capillaires, ils ont pu identifier le type de cellules :
péricytes A. Ces péricytes A sont un sous type de cellules périvasculaires exprimant Glast et
PDGFRf, CD13 mais n’exprimant pas la aSMA (a-Smooth muscle actin), contrairement aux
péricytes de type B.
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Cette découverte a permis de mettre en évidence que les fibroblastes qui constituent cette
cicatrice proviennent des péricytes A. Suite au traumatisme et en réponse aux signaux des
cellules inflammatoires, entre le troisieme et le cinquieme jour apres la lésion, la
néovascularisation commence, permettant ainsi aux péricytes d’infiltrer la 1ésion. En effet, ces
derniers, deés détection du microenvironnement lésionnel, quittent les capillaires, ou ils se
situent habituellement, pénetrent le site de la lésion et commencent a proliférer et a
s’accumuler a ce niveau. Entre le cinquieme et le neuvieme jour apres la 1ésion, les cellules
dérivées des péricytes A expriment temporairement un des marqueurs des cellules stromales,
la aSMA, et se différencient, lors de la maturation de la cicatrice médullaire, en cellules de
type fibroblastes formant ainsi, au coeur de la 1ésion, la cicatrice fibreuse [127]. Il est important
de noter que ce processus cicatriciel a été observé aussi bien dans des modeles de la 1ésion par

section de la moelle, que dans des modeles de compression [fig. 4.4] [126, 128].
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FIGURE 4.4 Représentation schématique illustrant la mise en place de la cicatrice fibrotique durant les 14
jours apres la Iésion provenant des péricytes A. D’apres [129]

Cette cicatrice fibreuse est elle-méme entourée par une couche de cellules de type astrocytaires

qui composent la cicatrice gliale [70].

4.2.2 La cicatrice gliale
4.2.2.1 L’astrogliose

La zone gliale, commence a se mettre en place des les deux premiers jours apres la 1ésion, et

est constituée principalement par des astrocytes hyper-réactifs. Ceux-ci voient leur prolifération
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augmenter entre le 7¢™ et le 10°™e jour et s’arréter 14 jours apres la 1ésion [130].

Leur degré de réactivité est dépendant des signaux présents au niveau du microenvironnement
Iésionnel, tels que les cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et des récepteurs présents au
niveau des cellules tels que les DAMP (Damage Associated Molecular Pattern) [131].

Ces astrocytes subissent une prolifération massive, des changements morphologiques
(hypertrophie) et commencent a surexprimer des marqueurs comme la GFAP, la vimentine et
Nestine [132, 133], suivi d’un réarrangement spatial aboutissant a la formation d’une bordure
étroite qui entoure le cceur de la 1ésion [134]. Cette bordure d’astrogliose forme la cicatrice
astrocytaire, assez différente des astrocytes réactifs présents dans les tissus neuraux adjacents
[135]. La maturation de cette cicatrice astrocytaire est médiée par la signalisation de STAT-3
(Signal transducer and activator of transcription 3) et I’expression des protéines kinase
MAP3K13 (Mitogen-activated protein 3 kinase 13) [136].

Concernant 1’origine des astrocytes formant cette cicatrice ou zone gliale, plusieurs études ont
montré leur provenance de deux origines différentes. Une premiere partie des astrocytes
dérivent des cellules épendymaires du canal central. Suite a la 1ésion, les cellules
épendymaires, normalement quiescentes, se voient activées, elles proliferent, quittent le canal
central, migrent au niveau du site de la 1ésion ou elles se différencient en astrocytes, formant,
ainsi, la partie la plus profonde de la cicatrice gliale, en contact avec la cicatrice fibrotique. La
deuxieme composante gliale provient des astrocytes résidents qui composent la couche

périphérique de cette méme cicatrice [fig. 4.5] [70, 137].

FIGURE 4.5 Origine et distribution cellulaire de la cicatrice gliale de la moelle spinale. La cicatrice gliale est
formée par des astrocytes provenant de deux origines; A) des astrocytes résidents qui composent la couche
périphérique de cette cicatrice (rouge) et B) des astrocytes dérivant des cellules épendymaires du canal central
suite a leur réactivité apres la 1ésion qui forment la partie la plus profonde de la cicatrice gliale (vert) entourant la
cicatrice fibrotique (orange). D’apres [137]
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Cependant, récemment, ces résultats ont été remis en cause par une étude de Ren et al. dans
laquelle, ils affirment que ces nouveaux astrocytes proviennent uniquement des astrocytes
résidents et que les cellules épendymaires ne contribuent pas a la mise en place de la cicatrice
gliale. Ils décrivent également que la réactivité des cellules épendymaires est locale et
dépendante du modele de la 1ésion. Cette étude est basée sur I'utilisation d’un modele de
souris transgénique Knock-in FoxJ1-CreER™?, permettant le tracage du devenir des cellules
épendymaires [118]. Toutefois, ces résultats peuvent s’expliquer par le modele de souris
utilisé. En effet, ce modele Knock-in FoxJ1-CreER™ induit une mutation au niveau du
promoteur du gene FoxJI, de ce fait les souris homozygotes pour cette construction sont
FoxJI”; ces souris n’arrivent pas a terme et meurent durant le développement embryonnaire.
De la méme facon, dans le laboratoire, nous avons montré aussi bien in vitro, qu’in vivo que
les souris hétérozygotes FoxJI*- présentes une altération du potentiel souche médullaire.
Notamment, in vitro, le nombre de neurospheéres obtenues a partir de moelles de souris
Knock-in FoxJ1-CreER™? est significativement inférieur au nombre de neurosphéres obtenues
a partir de moelles de souris WT [60, 61].

Ces astrocytes dérivés des cellules épendymaires sont des éléments essentiels afin de limiter
les dégats tissulaires et freiner leur propagation ainsi que prévenir la mort cellulaire. Ceci a été
étudié par Sabelstrom et al. ou, ils ont montré que le fait d’inhiber la contribution a la cicatrice
gliale par les cellules épendymaires provoque une exacerbation de la Iésion aboutissant a des
atteintes axonales plus importantes que chez les animaux controles. Ceci a pu étre démontré
via un modele expérimental FoxJ1-CreER™:YFP-Rasless qui induit, suite a 1’injection du
tamoxifene, I’inhibition du cycle cellulaire dans les seules cellules épendymaires [138]. Il a pu
également étre démontré que le lien étroit entre le deux zones; astrocytaire et fibrotique, est
médiée par des éphrines B2, ce qui permet de confiner les cellules immunitaires et les
fibroblastes au niveau de 1’épicentre de la 1ésion et d’éviter leur infiltration au niveau de la

zone neurale saine avoisinante [139].

4.2.2.2 Les précurseurs oligodendrocytaires : OPC -NG2

Les précurseurs oligodendrocytaires exprimant le NG2 (neuron-glial antigene 2) constituent
I’une des composantes principales de la cicatrice médullaire. Suite a la 1ésion, ces OPC-NG2
deviennent réactifs et subissent une hypertrophie cellulaire et une expression accrue de NG2.
En effet, leur prolifération devient plus massive en s’entremélant avec les cellules de la
cicatrice gliale qui entourent le cceur de la 1ésion [140, 141]. Plusieurs études ont montré la
contribution de ces OPC-NG2 au niveau du microenvironnement lésionnel notamment via la

remyélinisation, soit par oligodendrogenese, soit du fait de leur différenciation en cellules de



La réactivité cellulaire en réponse a un traumatisme médullaire 74

Schwann-like myélinisante [fig. 4.6].
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FIGURE 4.6 La réponse oligodendrocytaie et sa contribution dans la cicatrice médullaire suite a la lésion
médullaire traumatique. D’apres [142]

L’oligodendrogenese, a ét€ montrée par I’étude de Sellers et al. qui ont observé que, dans les 24h
suivant la 1ésion, les progéniteurs NG2+ contribuent a la formation de la cicatrice gliale, tandis
que ceux produits 7 jours apres la 1ésion semblent contribuer principalement a la production
d’oligodendrocytes myélinisants [143]. Plus récemment, des études basées sur la méthode de
« fate mapping » en utilisant une souris transgénique PDGFRa-CreERT?, ont cartographié le
devenir des cellules PDGFRa*. Cette étude a confirmé que la plupart des oligodendrocytes
myélinisants, nouvellement formés et coexprimants CC1, MBP, PDGFR«a et EDU* apres LMT,
sont dérivés des OPC.

La remyélinisation par le biais de la différenciation en cellules de Schwann-like myélinisantes,
a été démontrée également dans cette méme étude. En effet, en utilisant la lignée de souris
PDGFRa-CreER™?, les auteurs ont pu démontrer que des cellules de Schwann coexprimant
PO (marqueur de myéline périphérique), PDGFRa et MBP se trouvaient au niveau du cordon
dorsal suite a une contusion dorsale de la moelle [144]. Cependant, il est a noter que, dans cette
étude menée par I’équipe de Tetzlaff, la myélinisation par le biais des cellules de Schwann-like
a été observée durant les deux premieres semaines apres LMT, au moment ou la majorité de
la récupération locomotrice spontanée se produit chez la souris. A I'inverse, la remyélinisation
par le biais de nouveaux oligodendrocytes se met en place plus tardivement six semaines apres
la 1ésion et est presque absente durant les deux premieres semaines post LMT [fig. 4.7] [28].
Le role majeur joué par les cellules de Schwann-like dans la récupération spontanée post LMT
a été confirmée dans une autre étude récente. En effet, dans cette étude, les chercheurs ont pu
démontrer que dans un modele knock-out inductible de la neuréguline-1, empéchant ainsi la

myélinisation des cellules de Schwann-like dans un modele de la 1ésion thoracique modérée,
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une diminution de la récupération fonctionnelle était observée [145].
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FIGURE 4.7 Le role des cellules de Schwann-like dans la récupération fonctionnelle deux semaines apres la
1ésion médullaire. D’apres [28]

Il s’agit ici d’une piste thérapeutique intéressante, en effet on peut imaginer que le fait de
cibler ’augmentation de la remyélinisation par les nouveaux oligodendrocytes ou par la
différenciation de ces OPCs en cellules de Schwann-like pendant les premicres semaines

suivant la LMT, pourrait accélérer ou augmenter le degré de récupération locomoteur.

4.2.3 La zone neurale réactive : le tissu sain

La zone neurale réactive se trouve tout autour de la zone de la lésion, en périphérie de la
cicatrice gliale. Cette zone est composée par les mémes éléments que ceux présents dans la
moelle spinale physiologique, a 1’exception de la présence de cellules gliales réactives :
astrocytes, microglies et OPC-NG2. L’hyperréactivité de ces cellules diminuent graduellement
en s’éloignant de la zone de la Iésion [116]. Ces astrocytes réactifs different tant sur le plan
phénotypique que fonctionnel de ceux formant la cicatrice gliale. [135]. Au niveau de cette
zone, du fait de la réactivité cellulaire et des éléments fonctionnels présents, plusieurs
mécanismes de réorganisation et d’établissement de nouveaux circuits neuronaux et de
remodelage tissulaire se mettent en place, telle que la formation de nouvelles synapses
[117].
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4.3 Le double role de la cicatrice médullaire

De nombreuses études se sont intéressées a investiguer I’intérét de la cicatrice médullaire dans
le cadre des LMT. Bien que le rdle exact reste inconnu, il est couramment décrit que la cicatrice
médullaire a un double role : inhibiteur et permissif [fig. 4.8]. Dans cette partie, nous nous

concentrons sur la bibliographie dévoilant les différents roles.

4.3.1 Le role inhibiteur
4.3.1.1 La cicatrice médullaire : une barriére physique a la repousse axonale

Durant des décennies, la cicatrice médullaire a été considérée comme étant un constituant
principalement inhibiteur et qu’elle s’opposait a la régénération du SNC. Des les premieres
observations dans les années 1940, il a pu étre montré que la régénération axonale est de fait
bloquée par la cicatrice médullaire formant ainsi une barriere physique a la repousse axonale
[114]. D’autres études sont venues confirmer les résultats de cette premiere étude rendant la

représentation purement inhibitrice de la cicatrice treés répandue [115].

Néanmoins, cette hypothése a été contestée en raison de I’incapacité a produire des effets
bénéfiques en absence de cicatrice gliale [146, 147]. On peut citer notamment les travaux
réalisés par Anderson et al. récemment et selon lesquels I’ablation de la cicatrice gliale
n’induit pas de régénération [148]. Ainsi, méme si de nombreuses études se sont concentrées
sur d’autres mécanismes inhibiteurs, la notion de cicatrice gliale comme barriere physique a

persisté jusqu’a aujourd’hui méme si toutefois de plus en plus controversée.

4.3.1.2 La cicatrice gliale, principal producteur des protéoglycanes

Une autre raison pour laquelle la cicatrice médullaire était auparavant considérée comme
I’inhibiteur principal de la régénération axonale découle de son rdle dans la production de

certaines molécules inhibitrices de la matrice extracellulaire tels que les CSPGs.

On sait, depuis quelques années, que les astrocytes réactifs formant la cicatrice gliale
expriment des taux importants de CSPGs suite a la 1ésion [149]. Cependant, les astrocytes ne
sont pas les seuls responsables de la production des CSPGs. Ceci a été démontré par Anderson
et al. via 'utilisation de deux modeles de souris transgéniques induisant la perte de la zone
astrocytaire de la cicatrice médullaire : une souris STAT3-KO permettant la suppression des
voies de signalisation nécessaires a la prolifération de ces cellules, ainsi qu'un autre modele

qui consiste a utiliser un systéme de geénes « suicides » induisant la mort spécifique des
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astrocytes en utilisant la thymidine kinase du virus de I’herpes TK+GCV administrée 7 jours
apres la 1ésion. Cette étude a montré que méme en bloquant la prolifération des astrocytes par
le biais de ces deux modeles, les CSPGs sont toujours exprimés au niveau du site de la 1ésion
[148].

Ainsi, les constatations précédentes suggerent que d’autres cellules contribuent a la libération de
CSPGs telles que les NG2-OPC, les macrophages et les oligodendrocytes. Le méme résultat a
été observé dans des études bloquant les NG2-OPC au niveau de la 1ésion [150-152]. Ceci peut
étre expliqué par un effet de compensation dans la production des CSPGs par les différentes
cellules gliales. Ainsi, une meilleure stratégie consisterait a cibler directement les molécules
inhibitrices de la MEC et ses récepteurs et non pas les cellules participant a leurs productions,
ceci pourrait permettre de réguler leurs expressions et d’induire une meilleure régénération

axonale [113].

4.3.1.3 Le caractére neurotoxique des populations astrocytaires formant Ila

cicatrice

En se basant sur les connaissances récentes acquises sur 1I’hétérogénéité et la plasticité
astrocytaire, il est raisonnable de suggérer qu’il peut y avoir des phénotypes astrocytaires
particuliers jouant un role neurotoxique ou neuroprotecteur contribuant ainsi au double rdle de
la cicatrice médullaire [153]. Au niveau cérébral, une étude mené en 2017 a mis en évidence
I’existence d’un sous-groupe d’astrocytes réactifs formant la cicatrice gliale et appelé
astrocytes Al, ce phénotype astrocytaire a été défini comme neurotoxique. Leur présence est

induite par I’activation de la microglie via la libération d’IL1«, de TNF et de Clq [154].

Récemment, ces astrocytes Al ont été étudiés dans un modele de la 1ésion médullaire, ou il a
été montré que cette derniere induit une augmentation de 1’expression du marqueur C3 par les
astrocytes Al et que cette augmentation est observée les trois premiers jours apres la l1ésion.
Vingt-huit jours apres la 1ésion, les auteurs ont observé une zone C3 positive entourant le coeur
de la Iésion (la cicatrice fibrotique), ce qui coincide avec I’emplacement de la cicatrice gliale et

des astrocytes qui la forment [155].

D’autres études se sont attelées a réduire la proportion de ces astrocytes Al via des
transplantations cellulaires de cellules souches mésenchymateuses dans le but de réduire les
facteurs inflammatoires responsables de I’induction de ces astrocytes neurotoxiques. Dans
cette étude, une récupération motrice a été observée malgré la non-spécificité du marqueur C3

utilisé pour suivre ces astrocytes Al [156].
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Ces résultats montrent bien que ces astrocytes neurotoxiques font partie de la cicatrice gliale
et que leur présence est étroitement liée a I'inflammation dans la phase aigiie de la lésion.
Cependant, une meilleure compréhension et le développement de biomarqueurs spécifiques de
ces cellules permettrait de les cibler car ils représentent une cible thérapeutique prometteuse
[113].

4.3.2 Le role permissif
4.3.2.1 Le role immunomodulateur de la cicatrice gliale

L’élimination des débris cellulaires par les cellules inflammatoires est essentielle afin
d’atténuer les dégats au niveau du site de la 1ésion. Toutefois, une propagation incontrdlée de
I’inflammation peut étre cytotoxique et dévastatrice pour le tissu neural sain adjacent a la
lésion. Bien que le role de la cicatrice médullaire soit encore sujet a débats, il existe un
consensus sur le fait que la cicatrice gliale empéche la propagation de I’inflammation du cceur

de la Iésion vers les tissus qui I’entourent [157].

Par ailleurs, plusieurs études montrent que le fait de bloquer la mise en place de I’astrogliose
affecte I'efficacité de la récupération fonctionnelle [148, 158]. Cependant, la cicatrice gliale
n’a pas seulement un réle anti-inflammatoire. En effet, apres LMT, les astrocytes réactifs, la
microglie et les cellules immunitaires périphériques liberent des cytokines pro-inflammatoires et
interagissent les unes avec les autres contribuant ainsi a I’inflammation présente lors des stades
aigus et subaigus de la 1ésion secondaire [136]. Récemment, il a été démontré que les astrocytes
formant la cicatrice gliale agissent par feedback négatif sur I’inflammation et se comportent de

ce fait comme un immunomodulateur de I’inflammation [159, 160].

4.3.2.2 Blocage de la propagation de la zone fibrotique

Plusieurs études suggerent que la cicatrice gliale chronique revét un caractere de plus en plus
néfaste au cours du temps empéchant ainsi la régénération axonale. Afin de tester cette
hypotheése, Anderson et al. ont voulu éliminer la cicatrice astrocytaire chronique, cinq
semaines apres la 1ésion, en utilisant des doses tres faibles de toxine diphtérique ciblant son
récepteur. La distribution et la spécificité du ciblage sur la zone astrocytaire mature ont été
vérifiées a ’aide d’un rapporteur tdTomato. Apres vérification de 1’élimination spécifique de la
cicatrice astrocytaire chronique par le biais d’un marquage GFAP, les auteurs ont pu en déduire
via un marquage des axones, dix semaines apres la lésion, que ceux-ci ne parvenaient pas a
repousser spontanément a travers la zone de la cicatrice astrocytaire chronique éliminée
[148].
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D’apres ces résultats, nous pouvons émettre 1’hypothese qu’en absence de cicatrice gliale
chronique, il y a propagation de la cicatrice fibreuse et infiltration de cellules inflammatoires.
C’est pour cela que, des son ablation, contrairement aux attentes, le cceur de la 1€sion s’étend

sur les tissus adjacents a la 1ésion et empéche ainsi toute régénération axonale.

Benificial roles

l Inhibitory roles

FIGURE 4.8 Représentation schématique résumant les différents réles de la cicatrice médullaire et leurs
dualités entre I’inhibition et la permissivité. D’apres [113]

44 La cicatrice médullaire : potentielle cible

thérapeutique

De plus en plus de preuves montrent que la cicatrice médullaire ne joue pas un réle purement
inhibiteur au sein de la moelle 1ésée, mais qu’elle pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle donnant un nouvel espoir pour la régénération de la moelle spinale a la suite d’un

traumatisme.

En se basant sur les différents rdles de la cicatrice médullaire mentionnés précédemment,
différentes suggestions, permettant un meilleur ciblage de la cicatrice afin de promouvoir une

récupération plus efficace, se présentent.

En effet, nous avons décrit précédemment que la cicatrice est composée d’un coeur 1ésionnel
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fibrotique entouré d’une cicatrice gliale astrocytaire, or, son élimination totale ne représente pas
la solution idéale pour rétablir la récupération fonctionnelle. En revanche, d’autres études ont
montré que la réduction de la taille de la cicatrice fibrotique améliore la régénération axonale
[161]. En effet, récemment 1’étude menée par Dias et al., en se basant sur 'utilisation d’un
modele de souris transgénique GLAST-CreERT2:: YFP-Rasless inhibant spécifiquement le cycle
cellulaire des péricytes de type A formant la cicatrice fibrotique, a démontré la réduction de la
composante fibrotique de la cicatrice. Suite a cette diminution, les auteurs ont pu remarquer une
amélioration de la récupération sensorimotrice comparée a des souris GLAST-CreER™? servant
de contrdle [162].

Une autre cible cellulaire pouvant étre modulée dans le cadre des LMTs est les astrocytes. Par
ailleurs, comme décrit précédemment, la réactivité des astrocytes est dépendante des signaux
présents dans le microenvironnement Iésionnel. De ce fait une hypothese peut étre formulée ;
a savoir qu’une intervention au niveau du microenvironnement pourrait moduler ou changer le

phénotype et la réactivité de ces cellules.

De plus, il existe une autre population cellulaire qui joue un réle majeur en réponse aux LMTs,

il s’agit des cellules souches endogenes médullaires : les cellules épendymaires.

4.5 La réactivité des cellules souches endogenes a la suite de

la lésion

Comme décrits dans les parties précédentes, chaque cellule de la moelle spinale a une réponse
spécifique suite a la 1ésion et chacun de ces types cellulaires participent a la mise en place de la
cicatrice médullaire. Dans cette partie nous allons nous intéresser a la réponse des cellules
souches neurales de la moelle : les cellules épendymaires et leur contribution au

microenvironnement 1ésionnel.

Meletis et al. ont mené en 2008 une étude qui s’intéressait a la réactivité des cellules du canal
épendymaire et de leur devenir suite a la 1ésion. Afin de suivre ces cellules, les auteurs ont
utilisé deux lignées de souris transgéniques Nestin-CreER™? et FoxJ1-CreER™. En premier
lieu, ils ont validé que seules les cellules épendymaires de la moelle coexpriment les
marqueurs FoxJ1 et Nestin. Cette validation a été suivie par une investigation in vivo de
I’activation des cellules épendymaires suite a la 1ésion du finuculus dorsalis, en utilisant le
modele de souris transgénique FoxJ1-CreER™2. Ces travaux ont ainsi pu montrer que ces

cellules épendymaires proliferent peu dans les conditions physiologiques, cependant, suite a la
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lésion, une augmentation significative de leur taux de prolifération au niveau du canal central
est observée. Une partie de ces cellules quitte alors le canal central et migre vers le site de la
lésion afin de contribuer a la mise en place de la cicatrice médullaire. Suite a cette migration,
les cellules commencent a se différencier majoritairement en astrocytes, et minoritairement en
oligodendrocytes au niveau du site de la Iésion. La mise en évidence de potentiel souche a été
observée également in vitro via des cultures de neurospheres de moelles issues de souris
FoxJ1-CreER™2. Ces neurospheres recombinés apres différenciation sont capables de donner

des astrocytes, des oligodendrocytes et des neurones in vitro [52].

Cette multi potentialité des cellules épendymaires ainsi que leur capacité a conserver leur
propriété de cellules souches endogenes, en conditions physiologiques et également dans un
contexte lésionnel, ont été étudiées par Barnabé-Heider et al. en suivant trois populations
cellulaires : les oligodendrocytes, les astrocytes et les cellules épendymaires. Pour cela, trois
lignées transgéniques ont été utilisées : olig2-CreER™?, cx30-CreER™? et hFoxj-CreERT2. Cette
étude a confirmé qu’en conditions physiologiques, seuls les progéniteurs oligodendrocytaires
proliferent et donnent alors des oligodendrocytes matures au cours du temps, contrairement
aux cellules épendymaires et aux astrocytes qui eux sont quiescents. Toutefois, suite a une
Iésion, seules les cellules épendymaires ont la capacité de s’autorenouveler et de se
différencier en astrocytes et oligodendrocytes participant a la cicatrice médullaire [70]. Cette
étude a donc mis en évidence que non seulement les cellules épendymaires constituaient une
population de cellules souches endogenes présentes dans la moelle spinale mais également que

ce potentiel souche était confiné a ces seules cellules [fig. 4.9].

Distributions cellulaires dans un Les progéniteurs dans un La réactivité cellulaire suite
contexte physiologique contexte physiologique a la lésion
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FIGURE 4.9 Réactivité des cellules médullaires. cellules épendymaires, astrocytes et oligodendrocytes en
conditions physiologique et 1ésionnelle. D’apres [70]
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Récemment, des études ont montré que la réactivité des cellules souches endogenes de la
moelle, a la suite de la 1ésion, est médiée par plusieurs facteurs présents lors de la phase
secondaire. Ces facteurs ont été considérés comme déléteres pour les neurones et les cellules
gliales mais paradoxalement nécessaires a l’activation de ces cellules épendymaires via

I’induction de leur prolifération et de leur différenciation [163].

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux différents facteurs déclenchant I’activation de ces

cellules souches endogenes [fig. 4.10].

En premier lieu, la libération du glutamate en grande quantité dans le site de la lésion
provoquant une excitotoxicité est un des évenements majeurs de la phase secondaire. Une
récente étude suggere que le glutamate a un effet activateur sur les cellules souches endogenes
de la moelle. In vitro, il a été démontré que des concentrations élevées de glutamate,
comparables aux niveaux observés in vivo apres LMT, conduisent a leur prolifération massive
et a une augmentation de leur taux de survie [164]. Les mécanismes par lesquels le glutamate
stimule la prolifération et la survie de ces cellules restent inconnus. Il est cependant connu que
les cellules souches adultes expriment des récepteurs fonctionnels AMPA, kainate et NMDA.
Certaines études suggerent que les récepteurs AMPA pourraient jouer un rdle central dans la
régulation des réponses médiées par le glutamate, via 1’augmentation du taux de BDNF
[165, 166].

Le deuxieme facteur est I’inflammation induite lors de la 1ésion. En effet, I’équilibre entre les
facteurs pro et anti-inflammatoires apres une LMT induit des effets différentiels sur les cellules
épendymaires. Une étude récente a montré que lors de la co-culture de cellules souches
endogenes issues de moelles de souris, avec des macrophages pro-inflammatoires M1, a
conduit a I’expression massive d’iNOS, de TNFa et d’IL-15 induisant la prolifération des
cellules souches via la signalisation MAPK. En revanche, la co-culture avec des cellules M2
anti-inflammatoires a augmenté I’expression de I’arginase et d’IL-10 réduisant ainsi la
prolifération de ces cellules et favorisant leur différenciation vers un profil neuronal
[167].

Le troisieme facteur est I’accumulation des protéines inhibitrices dérivées de la myéline, telles
que Nogo-A, la MBP, la glycoprotéine associée a la myéline, ainsi que la molécule de guidage
répulsive A, qui servent de barricres majeures a la régénération axonale suite a la 1ésion. En
effet, ce n’est que récemment que la réponse des cellules souches de la moelle a ces molécules
a été élucidée. En effet, il a été démontré que la diminution de leur potentiel de prolifération et

de différenciation est due a I’expression du récepteur Nogo-66 par ces cellules. Ce dernier est un
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récepteur commun a de nombreuses protéines inhibitrices dérivées de la myéline [168].

Une meilleure compréhension des réponses des cellules souches endogenes de la moelle suite
a la LMT pourrait aider a cibler et moduler les cascades de signalisations régulatrices de leur
prolifération et de leur différenciation. Ceci pourrait offrir une stratégie thérapeutique plus
ciblée et plus efficace.

De plus, une meilleure investigation de la contribution cellulaire et fonctionnelle des cellules
épendymaires, dans la cicatrice médullaire, pourrait également améliorer les stratégies
thérapeutiques et ainsi le role bénéfique de la cicatrice tout en atténuant les effets inhibiteurs

de cette derniere sur la régénération axonale.
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FIGURE 4.10 Les différents facteurs déclenchant I’activation de ces cellules souches endogenes de la moelle
spinale. A ) la libération du glutamate B) I’inflammation induite lors de la Iésion C) I’accumulation des protéines
inhibitrices dérivées de la myéline telles que Nogo-A et MBP. D’apres [163]
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Bien que ces dernieres décennies, de nombreuses études ont permis d’apporter une meilleure
compréhension de la physiopathologie des LMTs, il n’existe malheureusement pas, a I’heure

actuelle, de traitement permettant une récupération des fonctions neurologiques perdues.

Dans ce chapitre, nous nous concentrerons sur les différentes approches thérapeutiques utilisées
dans le cadre des l€sions médullaires traumatiques, une attention particuliere sera portée sur les

thérapies utilisées dans les différents travaux de recherche qui composent ma these.

5.1 Approche neuroprotectrice

Un certain nombre d’innovations médicales et technologiques ont permis d’améliorer la prise
en charge et la qualité de vie des patients médullo-1ésés des la phase primaire de la 1ésion, en
mettant en place une stratégie neuroprotectrice afin de freiner et d’éviter la survenue des
1ésions secondaires. Cette stratégie est basée sur une prise en charge des patients le plus
précocement possible. Des 1’arrivée des secours, les premiers gestes consistent a mettre en
place I'immobilisation de 1’axe cranio-spinal du patient. Suite a cela une administration
d’agents pharmacologiques est effectuée afin de maintenir une perfusion médullaire optimale
et d’atténuer les phénomenes inflammatoires par le biais de 1’injection de minocycline
[169, 170] ou de granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) [171], a cela vient s’ajouter
I’administration d’agents visant a réduire les signaux causant 1’environnement excitotoxique
via des injections de Riluzole [172]. Enfin une intervention chirurgicale dans le but de
décompresser la moelle afin de diminuer les risques d’aggravation de la lésion peut étre
effectuée [173].

Bien que cette stratégie de neuroprotection a permis de réduire le taux de mortalité précoce
chez les patients médullo-1ésés et ainsi d’améliorer leur qualité de vie, la physiopathologie
de la 1ésion médullaire reste complexe et aucune de ces stratégies ne permet d’induire une
récupération fonctionnelle. Notamment du fait que ces stratégies ne ciblent que peu la cascade

d’évenements qui constituent les Iésions secondaires.

Diverses stratégies thérapeutiques sont en cours de développement, certaines semblent
prometteuses et ciblent plus spécifiquement les différents dommages liés a la 1ésion, dans le
but de favoriser la régénération et de remplacer les cellules perdues [174]. Cette recherche
nécessite une connaissance précise et chronologique des différents évenements permettant de

définir une fenétre thérapeutique efficace pour chacune de ces stratégies [fig. 5.1] [175].
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FIGURE 5.1 Les différentes cibles thérapeutiques des stratégies neuroprotectrices et neurorégéneratives
liées a la physiopathologie de la 1ésion de la moelle spinale. D’aprés [176]

5.2 Approches neurorégénératives

Cet axe thérapeutique cible la régénération axonale, la remyélinisation et le remplacement
cellulaire. Il se base principalement sur deux approches : la pharmacologie et la thérapie
cellulaire [fig. 5.2].

5.2.1 Approche pharmacologique

Le microenvironnement 1ésionnel apres LMT, induit la sécrétion d’un certain nombre de
molécules inhibitrices constituant la matrice extracellulaire notamment les CSPG (Neurocan,
brevican, et versican). Ils sont décrits comme inhibiteur de la repousse axonale via leur rdle sur
I’enzyme PTPo d’ou l'intérét thérapeutique de bloquer cet enzyme [177]. Une autre
glycoprotéine inhibitrice, qui a été étudiée comme une cible thérapeutique potentielle, est la

Nogo-A qui active la voie de signalisation Rho-ROCK via son récepteur.

Une stratégie destinée a bloquer la protéine Nogo-A ou ses récepteurs a ét€ proposée, on peut
citer des anticorps anti-Nogo-A (ATI355) ou des inhibiteurs de la voie de signalisation Rho-
ROCK (Cethrin). Ces stratégies ont montré leur efficacité sur des modeles 1ésionnels chez le
rat [178]. Des inhibiteurs de la voie de signalisation Rho-ROCK ont été utilisés dans un essai
de phase II et sont en cours de phase III depuis 2016 chez des patients 1€sés au niveau cervical
[179].
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5.2.2 La thérapie cellulaire

La transplantation cellulaire est une stratégie prometteuse, qui fait appel aux potentiels
spécifiques de chaque type de cellules utilisées. Ceci afin de créer un environnement favorable
a la régénération axonale via la sécrétion de molécules neurotrophiques, de facteurs
anti-apoptotiques, par la modulation de I’inflammation, ou la stimulation de 1’angiogenese.
Elles sont aussi utilisées comme source potentielle de remplacement des cellules mortes suite a
la LMT.

Divers types cellulaires ont été étudiés, montrant leurs effets bénéfiques au niveau de la zone
Iésionnelle. Ceci est dépendent du type cellulaire transplanté, de son état de différenciation
(dans le cas de la transplantation de cellules souches), et du moment de la transplantation par
rapport a la chronologie de la 1ésion [180]. Les types de cellules étudiés sont notamment : les
différents types de cellules souches; les cellules souches pluripotentes induites (IPSC), les
cellules souches neurales (NSC), les cellules souches mésenchymateuses (MSC) et également
certaines cellules différenciées comme : les cellules de Schwann ou les cellules gliales

olfactives.
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FIGURE 5.2 Les différentes approches neurorégéneratives. ciblant la remyélinisation, la régénération axonale
et le remplacement cellulaire y compris le traitement par anticorps anti-NOGO-A, inhibition de Rho-ROCK et la
transplantation cellulaire telle que les iPSC-NPC, ES-NPC, OEC, SC, BMC, MSC, I'implantation de
biomatériaux et la mobilisation des cellules endogenes. D’apres [181]
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Dans cette partie, nous nous concentrons sur la transplantation des cellules gliales olfactives qui

fait I’objet des sections Article II et Projet III de mon manuscrit de These.

5.2.2.1 Les cellules gliales olfactives (CGO)

Les cellules gliales olfactives proviennent du systeme olfactif primaire qui correspond
anatomiquement a 1’épithélium et aux bulbes olfactifs. De ce fait, on peut distinguer deux
types de CGO : les CGO issues de la muqueuse et les CGO bulbaires. Elles présentent une
hétérogénéité morphologique et antigénique en fonction de leur origine anatomique, mais ont
des similitudes avec deux autres types cellulaires présents au sein du SNC et du SNP : les
astrocytes et les cellules de Schwann. Elles ont en commun la méme origine embryonnaire que
les cellules de Schwann; la créte neural et partagent de ce fait un certain nombre de marqueurs
comme le S10053, la GFAP et le P7SNTR [182]. Concernant le P75, il est exprimé de maniere
différentielle par les deux sous-types de CGO, il est fortement exprimé par les CGO de la
muqueuse (P75High) et faiblement par les CGO bulbaires (P75Low). En effet, ces différences
entre les CGO du bulbe et de la muqueuse ont été étudiées par Guérout et al. en 2010 via des
analyses transcriptomiques. IIs ont pu démontrer que les GCO de la muqueuse surexpriment
des genes impliqués dans la régulation de la matrice extracellulaire alors que les CGO
provenant des bulbes surexpriment des genes impliqués dans la régénération et la guidance

axonale [183].

Les CGO ont été étudiées dans le cadre de la Iésions nerveuses centrales et périphériques du
fait de leur capacité a stimuler la repousse axonale et a migrer au sein du site 1ésionnel [184].
De plus, dans le cadre des LMTs, il a été démontré que les CGO se mélangeaient librement
aux astrocytes sans déclencher une hyperréactivité de ces derniers [185]. De ce fait, les CGO
peuvent migrer au sein de la cicatrice gliale. Il a été également démontré, par Mayeur et al. en
2013, que la transplantation de CGO dans un modele murin de la 1ésion médullaire sévere
permettait d’observer une récupération motrice au cours du temps ainsi qu’une modulation
de la cicatrice gliale [186]. En effet, les CGO sont capables de créer un microenvironnement
permissif a la repousse axonale, de moduler 1’inflammation, de favoriser la remyélinisation et
I’angiogenese [187] via la sécrétion de facteurs neurotrophiques tels que NGF, BDNF, GDNF
et des protéines de la matrice extracellulaire comme la laminine, la fibronectine, le collagéne de
type IV [188].

Cependant, ces résultats concernant les effets de la transplantation des CGO apres LMT ne
sont pas retrouvés dans toutes les études. Cette variabilité quant aux résultats observés peut

étre due a diverses raisons : la source anatomique du prélevement des cellules (muqueuse ou
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bulbes olfactifs), les conditions de culture (purifiée ou non), le délai entre la culture cellulaire
et la transplantation ou encore la temporalité entre la 1ésion et 1’injection des cellules [187,
189].

Néanmoins, le potentiel thérapeutique des CGOs a encouragé les chercheurs a étudier leur
efficacité lors d’essais cliniques. Une premiere étude, publiée par Tabakow et al. en 2013,
incluait 6 patients ayant une LMT au niveau thoracique. Ces patients avaient bénéficié d’une
transplantation autologue de CGO issues de la muqueuse olfactive. Suite a cette
transplantation, ils ont été suivis pendant un an. Chez ces patients, il a été constaté que les
transplantations étaient bien tolérées mais qu’elles n’entrainaient que peu de récupération
fonctionnelle [190]. En revanche, en 2014 la méme équipe a publi€ un « case report » qui a eu
un retentissement médiatique important. Cette étude rapportait le cas d’un patient ayant subi
une transsection médullaire au niveau thoracique suite a une agression a 1’arme blanche et qui
avait pu bénéficier d’une transplantation de CGO non purifiées prélevées a partir de I'un de ses
bulbes olfactifs. Cette transplantation était additionnée d’un pontage nerveux et d’une

rééducation intensive.

Suite a cette association thérapeutique, plusieurs mois apres 1’intervention, des sensations liées
aux étages médullaires sous lésionnels ont été enregistrées et une récupération fonctionnelle

tres prometteuse chez ce patient fut observée [191].

5.2.3 La neurostimulation

La neurostimulation a été considérablement étudiée au cours de ces dernieres années. Plusieurs
études se sont intéressées a ses effets sur différentes pathologies, telles que, les troubles du
mouvement, les troubles psychiatriques, la douleur (y compris douleur neuropathique et
céphalées primaires), [’épilepsie, les troubles cognitifs et certaines maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou bien encore la maladie de

Parkinson.

Récemment, quelques études se sont intéressées a 1’utilisation de la neurostimulation dans le
contexte des LMTs, en se basant sur des outils déja existants et utilisés dans d’autres
pathologies. On peut ainsi citer la stimulation trans-spinale a courant continue «Trans spinal
Direct Current Stimulation (TsDCS)», la stimulation électrique transcutanée «Transcutaneous
Electric Stimulation (TsESS)», la stimulation électrique épidurale «epidural electrical
stimulation (EES)» et la stimulation magnétique transcranienne «transcranial magnetic
stimulation (TMS)».
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Ces approches ont des modes d’action et des cibles thérapeutiques distincts [192] :

1. Stimuler des aires cérébrales spécifiques afin de supprimer ou d’induire un effet
immédiat, tel que, stimuler la région locomotrice mésencéphalique associée a I’initiation
et au contrdle des mouvements locomoteurs dans le cadre des troubles de la marche et de
I’équilibre.

2. Cibler les voies motrices en se basant sur leur neuroplasticité, comme par exemple, le
tractus corticospinal latéral qui est une liaison directe entre le cortex moteur et les
motoneurones de la moelle spinale et qui contrdle ainsi les muscles des extrémités et

permet le contrdle volontaire de ces muscles.

N A

3. Stimuler des régions cérébrales spécialement adaptées a €tre un centre de réparation
spontanée au traumatisme et qui répond dans ce cadre aux stimulus aversif sensoriel et
chimique liée a ce traumatisme (des cytokines circulantes, 1’hypothermie, perte de
conscience et la nociception). Dans ce cas, la stimulation induit ce potentiel via la
libération d’un certain nombre de facteurs trophiques par ces régions, tels que les
noyaux du raphé innervant la moelle spinale et modulant les influx sensoriels liés a la

douleur et la substance grise périaqueducale.

5.2.3.1 Les techniques de stimulation a caractere invasif

La stimulation électrique épidurale (EES) :

LEES est une technique d’électrostimulation invasive, elle correspond a un dispositif constitué
de deux parties : un réseau d’électrodes implantées dans I’espace épidurale sous la région 1ésée
de la moelle spinale et qui est relié a un stimulateur (batterie) greffé sous la peau de I’abdomen

délivrant des courants électriques en continu [fig. 5.3].

Cutawmy view 12w sde

FIGURE 5.3 La stimulation électrique épidurale (EES). D apres [193]
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Le but de ce systtme est de stimuler les réseaux sensori-moteurs spinaux qui sont
fonctionnellement déconnectés du cerveau en raison de la 1ésion. Malgré son caractere invasif,
depuis quelques années, plusieurs équipes se sont intéressées a cette approche et ont

commencé les essais cliniques sur des patients médullo-1ésés de maniere chronique.

En 2017, Grahn et al. ont démontré que, suite a I’implantation d’un stimulateur de type EES
sur un patient qui présentait une paralysie sensori-motrice complete, ce dernier, deux semaines
apres ’implantation du dispositif, pouvait se tenir debout et contrdler ses mouvements. Le
patient était aidé pour cela d’un dispositif de soutien permettant de le maintenir en position
debout [194].

La méme équipe a poursuivi ses études en augmentant le nombre de patients. Au total, six
patients avec une 1ésion de sévérité comparable a celle du premier patient, ont pu bénéficier de
I’implantation des électrodes. Dans ce protocole, les patients ont bénéficié, en plus de I’EES,
d’un entrainement sur tapis roulant pendant 43 semaines. Les patients étaient également
toujours aidés du dispositif de soutien a la posture. Cette combinaison de traitement entre
stimulation, rééducation et dispositif de soutien a la posture a montré que les patients

pouvaient marcher en utilisant un déambulateur a roues [fig. 5.4] [195].
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FIGURE 5.4 Illustration schématique d’une étude clinique de la stimulation électrique épidurale (EES).
D’apres [195]

Ces deux études montrent que ’EES est une thérapie prometteuse, mais, qui seule, n’est pas en
mesure de restaurer chez ces patients une activité motrice robuste et cordonnée. De ce fait,
d’autres études se sont intéressées a l’utilisation de I’EES en combinaison avec d’autres
approches thérapeutiques. Notamment, 1’étude menée par Dominici et al. en 2012 portant sur

un modele murin qui avait subi une transsection complete au niveau T7. Ces animaux avaient
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bénéficié d’une implantation du stimulateur épidural entre L2 et S1 associée a I’administration
d’un agoniste sérotoninergique (Quipazine) et d’un programme de rééducation sur tapis
roulant. De la méme maniere que dans les études cliniques préalablement présentées, les
animaux étaient soutenus grace a un support par le biais de harnais. Ce programme commenca
7 jours apres la 1ésion a raison de 40 min /jour, pendant 2 mois. Avant chaque séance, le rat
recevait une dose de Quipazine. A I'issue de cette combinaison de traitement, une récupération

motrice a été observée [fig. 5.5] [196].

Implantation duo stimulateur épidural
enire L2 et 51

Suivie des contrile motear des

pattes et du posture de 1" animale

FIGURE 5.5 Illustration schématique des résultats observés d’apres I’étude. D’apres [196]

Cette étude a été transposée chez ’homme en 2018, 1’essai comportait 3 patients présentant
des déficits moteurs ou une paralysie complete depuis plus de quatre ans. Les trois patients
ont recu un programme de rééducation associé a la stimulation épidurale et a un systeme de
harnais permettant le maintien de la posture. Dans cette étude le systeme de stimulation était
tres précis ciblant chaque muscle du membre paralysé. Cette étude a montré que ces patients
ont pu récupérer le contrdle volontaire des muscles des jambes et également que ces patients

pouvaient marcher a 1’aide de béquilles ou d’un déambulateur.

Ces thérapies basées sur I’EES sont treés prometteuses notamment lorsqu’elles sont associées a
des traitements pharmacologiques ou de la rééducation. Toutefois, il a été démontré que la
récupération fonctionnelle, pouvant €tre observée apres traitement, n’est pas maintenue en
absence de rééducation ou lorsque le stimulateur est désactivé. De plus, le recours a I’EES

reste invasif [197].
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5.2.3.2 Les techniques de stimulation a caractere non invasif

La stimulation trans-spinale a courant continu (TsDCS) :

La TsDCS est une technique de stimulation non invasive. Elle consiste a moduler I’excitabilité
des neurones au niveau d’une région donnée [198]. Ceci se fait grace a I’induction d’un
courant €lectrique d’intensité relativement faible (1.5-2.5 mA) via deux électrodes, une
premiere positionnée sur la moelle spinale et la deuxieme positionnée (la référence) au niveau
du bras droit [fig. 5.6] [199].
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FIGURE 5.6 La stimulation trans-spinale a courant continu (TsDCS). D’apres [200]

Avant d’étre appliquée aux LMTs, cette technique s’est avérée efficace pour un certain nombre
de pathologies du SNC tels que les accidents vasculaires cérébraux [201] ou la sclérose en
plaque [202], en modulant I’excitabilité de la région ciblée. Des effets indésirables ont été
rapportés lors d’une mauvaise utilisation comme des crises d’épilepsies, des sensations

d’inconfort et également des brulures cutanées [203].

A I’heure actuelle, la TsDCS est donc une technique de neuromodulation prometteuse mais
son utilisation dans le cadre des LMTs est encore en cours d’étude. Une meilleure
compréhension des effets neurobiologiques et physiologiques de la TsDCS est nécessaire afin

de mieux maitriser son utilisation de maniere efficace et sécurisée.

Une des limites de cette technique en comparaison aux autres techniques de stimulation non
invasives comme la stimulation magnétique, c’est qu’elle induit un courant de faible intensité
qui modifie le potentiel membranaire de repos des neurones, alors qu’en comparaison, la
stimulation magnétique induit un courant électrique suffisant pour permettre de déclencher un
ou une série de potentiels d’action et ainsi de stimuler la plasticité neuronale et produire des

effets neurobiologiques maintenus a long terme.
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La stimulation magnétique transcranienne (TMS) :

La TMS fait partie des techniques médicales de stimulation du SNC. Tout d’abord, elle a été
utilisée comme outil de diagnostic en mesurant les seuils d’excitabilité et les vitesses de
conduction motrice chez des patients souffrant de déficits moteurs. Par la suite, son efficacité
thérapeutique a ét€é mise en évidence dans diverses pathologies psychiatriques comme la
dépression [204] et également chez des patients apres AVC [205]. Cette technique a aussi
prouvé, de maniere indirecte, son efficacité tant au niveau fonctionnel que cellulaire chez des
patients souffrant de maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson [206] ou
la maladie d’ Alzheimer [207].

Elle se distingue par son caractere non invasif et indolore, sa facilité d’utilisation et la rareté
des effets secondaires observés. Le mécanisme d’action de la TMS repose sur le principe de
I’induction mutuelle décrit par Michael Faradayen en 1831, basé sur I’'induction de pulsations
électriques au sein d’une bobine électromagnétique placée au contact de la région d’intérét. Un
champ magnétique est généré par le courant circulant dans cette bobine, il est dirigé
perpendiculairement en direction de la région a stimuler tout en passant a travers les os et les
tissus sans €tre modifié. Ces pulsations magnétiques induisent un courant électrique dans la

région en question [fig. 5.7] [208].

Le champ magnétique

Bobine double en forme de huit

Le courant électrique
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FIGURE 5.7 Le mécanisme d’action de la TMS. D’apres [208]

L’équipement de la TMS est composé : (1) d’'une unité centrale destinée a paramétrer le
programme de stimulation (fréquence, intensité de stimulation, nombre de stimuli, durée) et
(2) d’'une bobine de stimulation. Il existe des bobines de différentes tailles, formes et
modeles. Ce sont ces caractéristiques qui vont déterminer 1’étendu spatial du champ et sa
résolution [209]. A titre d’exemple, lorsque des bobines plates circulaires avec un simple fil de

conduction embobiné sont utilisées, le courant induit se propage de maniere circulaire. Ce type
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de bobine possede un pouvoir de pénétration élevée, mais peu sélectif spatialement (>
4-5cm?). En revanche, les bobines doubles ou en forme de huit composaient de deux
enr6lements de fil de cuivre qui se croisent I’un avec ’autre, de telle sorte qu’il y ait une
sommation des courants électriques au niveau de leur point d’intersection (hot spot), génerent
un champ magnétique plus focal (1.5-2cm? pour des bobines possédant un diametre de 25 a 70
mm) [fig. 5.8] [210].

Bobine plate circulaire Bobine double en forme de huit
e
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FIGURE 5.8 Les différents équipements de la stimulation magnétique transcranienne.

La seule contre-indication absolue a I’usage de la TMS est la présence de matériels métalliques
en contact ou a proximité de la bobine tels que des implants ou un pacemaker qui peut induire

un dysfonctionnement de ces derniers.

La technique de TMS, telle que nous la connaissons actuellement, a été mise au point en 1985,
par Barker et al. en stimulant le cortex cérébral a I’aide d’une bobine produisant un champ
magnétique bref et intense a la surface du scalp. Le champ magnétique produit par la bobine est
faiblement atténué par les tissus traversés et produit alors un courant électrique suffisant pour
induire une dépolarisation au niveau des axones des neurones corticaux. Il est classiquement
décrit que la TMS peut étre appliquée a basse fréquence <1Hz et est décrite alors comme «
inhibitrice » ou a haute fréquence > Shz décrite alors comme « excitatrice » ou « facilitatrice » de
I’activation pyramidale évoquant par similitudes les notions de la potentialisation a long terme et
la dépression synaptique a long terme. Ces notions quant a I’ effet « excitateur » ou « inhibiteur »
de la TMS sont a relativiser car ils sont dépendants des parametres de la stimulation et laissent

entendre que les effets de la TMS ne sont liés qu’a la dépolarisation ou la repolarisation des



Les stratégies thérapeutiques et leurs cibles 97

neurones. En effet, il existe deux types distincts de TMS :

1. la TMS par impulsion unique : utilisée généralement comme méthode de pronostic
notamment pour définir la cartographie des « outputs » corticaux moteurs ou pour

étudier le temps de conduction moteur.

2. la stimulation magnétique utilisée de maniere répétée, et dite « répétitive » : rTMS,
utilisée le plus souvent en application clinique, elle consiste a émettre une série
d’impulsions pendant un intervalle de temps donné de fagon a modifier durablement

I’activité de la région visée.

Les effets décrits comme « excitateurs » ou « inhibiteurs » sont ceux décrits lors de mesures de
potentiels évoqués moteurs (PEM) enregistrés apres une stimulation magnétique par TMS du

cortex moteur primaire [208, 211].

Comme évoqué précédemment, cette technique de neuromodulation a été utilisée dans plusieurs
pathologies. Depuis la fin des années 80, plusieurs études ont pu démontrer 1’efficacité de la
stimulation magnétique (SM) notamment dans des modeles de la 1ésions des nefs périphériques.
Ces études ont mis en évidence que la SM induisait une croissance et une régénération in vitro
et in vivo suite a ces lésions. De la méme facon, 1’effet de la SM a été étudié dans des modeles
de la 1ésions cérébrales. Néanmoins, peu d’études se sont intéressées a I’application de la TMS

au niveau de la moelle spinale et en particulier dans un cadre lésionnel.

On peut toutefois citer une premiere étude de 1976 dans un modele de chat ayant subi une
hémi-cordotomie. Les auteurs dans cette étude ont pu démontrer que la SM a induit chez le chat
une repousse axonale au niveau de la cicatrice [212]. Une autre étude a permis de mettre en
évidence apres une transsection médullaire dans un modele de chat que la SM diminuait la mort

cellulaire au niveau de la corne ventrale [213].

C’est seulement en 2003 que Crowe et al. se sont intéressés a l’effet de la stimulation
magnétique en utilisant une bobine développée spécifiquement par le laboratoire, et non un
modele commercial, dans un modele de chat ayant subi une contusion médullaire au niveau
thoracique (T5-T6). Cette étude a montré, pour la premiere fois, 1’effet neuromodulateur et
régénératif de la SM via la récupération motrice observée chez le groupe stimulé en
comparaison a des animaux contréles. De plus, dans cette étude, les auteurs ont mis en
évidence que la SM diminuait la taille de la zone de la Iésion chez les animaux stimulés [214].
Les mémes effets bénéfiques de la SM en termes de régénération axonale et de récupération

fonctionnelle ont été rapportés dans d’autres études et d’autres modeles de la 1ésion, comme
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dans 1’étude de Poirrier et al. ou les auteurs avaient utilis€é un modele de compression
médullaire thoracique chez le rat [215]. Une autre étude montre également un effet de la SM
sur la récupération fonctionnelle lorsqu’elle est associée a des exercices dans un modele de
souris apres transsection médullaire entre T10-T11 [216]. La particularité de cette étude est
qu’elle soit ’'une des rares dans laquelle la bobine de stimulation est placée a proximité du site
de la Iésion [212, 213]. En effet, dans la plupart des études de la SM, dans le cadre de la
1€sions médullaires, les auteurs utilisent une méthode basée sur la rTMS.

Contrairement a ce qui était décrit précédemment au sujet des effets de la EES, ici les effets
induits par le SM sur la récupération fonctionnelle sont persistants, ce qui a justifié I’utilisation
de cette thérapie chez ’Homme. Le but de ces études était de mettre en évidence le role que
pouvait jouer la SM dans les trois problemes majeurs liés a la 1ésion médullaire chez
I’homme : 1 - le déficit fonctionnel sensitif et moteur, 2 - la spasticité (qui correspond a un
désordre moteur auquel s’associe des spasmes en flexion et en extension avec une
augmentation du tonus musculaire), 3 - les douleurs neuropathiques et la vessie neurogene
[217]. La plupart de ces essais cliniques ont utilisé des protocoles de rTMS en stimulant les
aires corticales correspondantes a la zone d’intérét au niveau du cortex moteur primaire (M1)
[218-220]. Toutefois, une étude portant sur des patients souffrant du syndrome de la vessie
neurogene (dysynergie vésico-sphinctérienne), a utilisé un protocole de stimulation spinale.
Dans cette étude, les patients ont été stimulés au niveau lombaire entre T11 et L1. Seize
semaines apres le début du protocole, il a été constaté que les patients stimulés avaient
retrouvé une capacité a contracter de maniere volontaire et cordonner leur sphincter urinaire

induisant de ce fait une diminution de la pression vésicale [221].

Bien que cette technique ne soit pas encore d’utilisation routiniere, de solides arguments
suggerent son efficacité. Il persiste toutefois une variabilité des effets observés qui peut
s’expliquer par les différences quant aux parametres utilisés, parmi lesquels, on peut citer la
fréquence, I’intensité de stimulation, le site de stimulation, le nombre de stimuli, la durée d’un
train individuel d’impulsions, I’intervalle inter train, le nombre de trains, le nombre

d’impulsions par séance et la durée de traitement.

Ces dernieres années, les chercheurs se sont intéressés aux mécanismes neurobiologiques de la
SM. Le chapitre suivant se concentrera sur 1’étude de ces mécanismes; physiologiques,

cellulaires et moléculaires qui peuvent expliquer les effets de cette derniere.
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La stimulation électromagnétique (SEM), comme décrit précédemment, est une méthode
clinique efficace pour diagnostiquer et traiter de nombreux troubles neurologiques,
psychiatriques et neurodégénératifs. Alors que son principe d’action et ses effets
thérapeutiques ont été bien décrits, il existe peu d’études qui démontrent les mécanismes

induisant ces effets aux niveaux cellulaires et moléculaires.

Souvent, les recherches menées attribuent I’effet thérapeutique de la SEM a son principe
d’action. Ce dernier consiste a 1’induction d’un champ électrique traversant le tissu nerveux,
par I’application d’un champ magnétique, créé par une bobine, et exploitant ainsi la propriété
de plasticité cérébrale afin de provoquer un transfert d’ions a travers la membrane plasmique
des neurones et conduire, par la suite, a une dépolarisation ou une repolarisation d’un groupe

de neurones adjacents a la stimulation.

D’autre part, les effets observés a la suite de la stimulation, suggerent une activation indirecte
d’autres types de cellules; cellules gliales ou cellules souches, dont la SEM va modifier les
cascades de signalisations li€es a leur survie, prolifération, différenciation ou sécrétion. Ces
cellules ayant une capacité a répondre a I’activité électrique et a la facilitation de 1’activité

neuronale, fait de ces derniéres des effecteurs cellulaires de la SEM.

Tout au long de ce chapitre, nous nous intéresserons aux différents effecteurs cellulaires et
moléculaires de la SEM qui induisent ces effets. Une meilleure compréhension de ces
mécanismes est essentielle dans une perspective translationnelle afin de mener des protocoles

plus efficaces et applicables chez I’homme.

6.1 Les effets neurobiologiques de la stimulation

¢lectromagnétique

Depuis quelques années, des études ont montré les effets neurobiologiques de la stimulation
électromagnétique dans le SNC. Ceux-ci incluent, a la fois, des effets neurotrophiques,
neuroprotecteurs, anti-apoptotiques, neuromodulateurs et neurorégénératifs [fig. 6.1]
[222-224].
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Long-lasting, therapeutic effects of TMS

FIGURE 6.1 Représentation schématique résumant les différents effets du champ électromagnétique au
niveau du systéme nerveux central. D’apres [225]

6.1.1 L’effet neurotrophique de la SEM
6.1.1.1 L’effet de la stimulation sur les cellules souches neurales

Les cellules souches neurales assurent 1’homéostasie des tissus grace a leurs propriétés
d’auto-renouvellement et de différenciation. Elles se caractérisent également, par leur capacité
a maintenir un état de quiescence, dont elles en peuvent sortir pour réintégrer le cycle cellulaire
sous I’influence de certains facteurs intrinseques ou extrinseques. Ces propriétés ont incité a la
recherche des mécanismes qui influencent leur auto-renouvellement et leur différenciation de

maniere controlée et non invasive, dans le cadre de maladies neuropathologiques.

Dans ce contexte, il a été prouvé, dernierement, que 1’application de la SEM peut stimuler les
processus endogenes des cellules souches. L’ étude menée par Abbasnia et al, en 2015 a montré
que la rTMS augmente le taux de prolifération des cellules souches neurales présentes dans la
zone sous-ventriculaire, in vitro, ainsi que leur différenciation. Ceci, en appliquant la rTMS au
niveau cérébral chez des souris adultes, stimulées tous les jours pendant deux semaines a une
fréquence de 30 Hz [6]. Le méme résultat a été observé, in vivo dans I’étude de Ueyama et
al. en 2011, montrant I’augmentation significative du nombre de cellules bromodeoxyuridine
positives (BrdU*) au niveau du gyrus denté chez un groupe de rats, suite a une stimulation

pendant 14 jours consécutifs a une fréquence de 25 Hz [226].
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Dans la littérature, afin d’expliquer cette augmentation de prolifération des cellules souches

suite a la SEM, plusieurs mécanismes et facteurs impliqués ont été suggérés;

La régulation de I’expression des genes par les microARN : miR-25

En 2011, I’étude de Perruisseau-Carrier a prouvé qu’un certain nombre de microARN jouent un
role dans la différenciation et la prolifération des cellules souches [227]. Dans ce contexte, il a
été observé dans I’étude de Brett et al, que la rTMS induit une prolifération des cellules souches
au niveau de la zone sous-ventriculaire (SVZ) en régulant I’expression du microARN (miR-25),
dans un modele d’ischémie cérébrale focale [228]; ce microARN (miR-25) étant connu comme
étant favorable a la prolifération des cellules souches neurales via I’inhibition de I’expression

de la Kinase dépendante des cyclines p57 [229].

La libération des facteurs neurotrophiques et I’induction des voies de signalisation : le
BDNF

Le facteur neurotrophique BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) est un facteur clé pour
I’augmentation de la prolifération des cellules souches neurales au niveau de 1’hippocampe. Il
a été prouvé que I'application de la rTMS sur un modele murin induit 1’augmentation de
I’expression de facteur, ainsi que celle du pERK1/2, dans les aires hippocampiques CAl et
CA3. Cette augmentation suggere ainsi ’effet de la SEM sur D’activation de la voie de
signalisation BDNF/ERK, régulatrice de la prolifération cellulaire au niveau de I’hippocampe
[fig. 6.2] [230].
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FIGURE 6.2 Les différents mécanismes cellulaires et moléculaires induits par le champ électromagnétique
sous-tendant a I’effet neurotrophique. D’aprés [223]
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La libération des neurotransmetteurs :

La présence de neurotransmetteurs dans le milieu extracellulaire des cellules souches neurales
favorise leur prolifération. Ceci a été mis en évidence par I’étude de Mengchu et al, montrant que
la présence de la dopamine et de la sérotonine exerce une influence positive sur la prolifération
des cellules souches neurales de la SVZ [231]. Ces résultats sont également corroborés par
I’étude de Tong et al. démontrant que la libération de la sérotonine par les neurones du noyau
du raphé peut agir sur les récepteurs SHT-2C et SHT-2A présents au niveau des cellules souches
neurales, situées dans la zone sous-ventriculaire (SVZ), provoquant leur dépolarisation, et ainsi,
favorisant leur prolifération [232]. De méme, la libération de la sérotonine dans 1’hippocampe
peut favoriser la neurogenese [233]. Ainsi, I’hypothese d’un effet modulateur, direct ou indirect,
de la rTMS sur la libération de neurotransmetteurs augmentant ainsi la prolifération de cellules

souches, n’est pas a exclure [234].

6.1.2 DL’effet neuroprotecteur de la SEM
6.1.2.1 L’effet de la SEM sur la survie et la maturation des oligodendrocytes :

Outre ces effets sur la prolifération des cellules souches neurales, les mécanismes d’action de
la SEM sont également impliqués dans les processus de survie et de maturation des
oligodendrocytes. En particulier, le mécanisme de libération des neurotransmetteurs dans le
microenvironnement cellulaire, et surtout celle de I’adénosine et du BDNF, exerce une
influence directe sur 1’oligodendrogenese et la myélinisation. En effet, ces deux derniers sont

deux neurotransmetteurs clés dans ces processus [92, 235, 236].

Dans ce contexte, I’étude de Sherafat et al, sur un modele murin de démyélinisation par
induction chimique via I’injection de lysolécithine au niveau du corps calleux, a montré une
augmentation significative du taux de myélinisation suite a 1’application de la SEM a partir du
premier jour de I’injection et ce durant 14 jours [237]. De méme, une récente étude de Cullen
et al, en 2019, a montré que I'iTBS, une nouvelle forme de rTMS ayant le méme principe
d’action avec une unique différence étant la durée de la stimulation (37 minutes/séance pour la
TMS contre 3 minutes/séance pour I'iTBS), a une fréquence de 10 Hz effectuée au niveau du
cortex sain d’un modele de souris transgénique PDGFS-CreER™:YFP, induit une
augmentation du nombre d’oligodendrocytes nouvellement différenciés (YFP*, olig2*,
PDGEFf-). Cette augmentation a été déduite a travers une quantification du ratio de cellules
incorporant I’EDU et exprimant le PDGF/ par rapport a la totalité des cellules PDGF3+.
Néanmoins, griace a un test Tunel, les auteurs ont pu constater que I'iTBS augmente le nombre

de nouveaux oligodendrocytes, plutot, en empéchant ces derniers d’entrer en apoptose et en
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préservant la  survie des oligodendrocytes prémyélinisants, qu’en favorisant
I’oligodendrogenese. Cette étude a montré également que la SEM augmente le nombre et la

longueur des internoeuds au niveau des axones [238].

Par ailleurs, ces résultats concordent avec ceux d’une autre étude publiée en 2017 dans
laquelle, des cultures de précurseurs oligodendrocytaires humains avaient été stimulés in vitro
deux heures par jour pendant 14 jours. Dans cette étude une augmentation de 1’expression de
c-fos, de CNP, de MBP, de I’expression des sous-unités du canal calcique (CaV1.2 et CaV1.3),
ainsi que l’expression des facteurs neurotrophiques BDNF et neurotrophine3 (NT3) ont été
observés. Ces observations expliquent ainsi les mécanismes potentiels de la SEM sur les

oligodendrocytes [239].

6.1.2.2 L’effet anti-apoptotique de la stimulation électromagnétique

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, cause la mort neuronale, non seulement dans des
pathologies neurodégénératives chroniques, mais également lors des traumatismes ou des
lésions du SNC. Ce processus est complexe et est lié a plusieurs mécanismes tels que
I’excitotoxicité, I’ischémie et I’inflammation ; soulignant ainsi I’intérét d’investiguer 1’effet de

la SEM sur ces processus.

On peut citer une premiere étude menée par Gao et al, qui démontre I’effet neuroprotecteur de
la rTMS, dans le cadre des accidents vasculaires cérébraux. En utilisant un modele
d’ischémie/reperfusion apres occlusion de I’artere cérébrale moyenne, ces travaux ont montré
que le traitement a base de rTMS a une fréquence de 20 Hz a augmenté la survie des neurones.
Ceci a été objectivé par la diminution du nombre de cellules caspase-3 positives et par
I’augmentation du rapport du taux de Bcl-2, le facteur anti-apoptotique, par rapport au facteur
pro-apoptotique Bax, engendrant, ainsi, une réduction de la zone de pénombre ischémique
[240]. Une autre étude menée par Yoon et al. a montré une récupération fonctionnelle chez les
animaux traités par rTMS a 10 Hz dans un modele d’ischémie cérébrale subaigué. Cette
récupération était probablement induite par une augmentation de la survie neuronale plutot
grice a des mécanismes anti-apoptotiques en augmentant |’expression des facteurs
anti-apoptotiques Bcl2, que par des phénomenes de plasticité neuronale. Cette constatation est
due a I’absence de différences significatives d’expression de MAP-2 et NMDA entre les
groupes traités. En augmentant la survie neuronale, on induit ainsi un microenvironnement
plus permissif a la régénération tissulaire et axonale qui se traduit enfin, par une amélioration
locomotrice [fig. 6.3] [241].
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FIGURE 6.3 Les différents mécanismes cellulaires et moléculaires induits par le champ électromagnétique
sous-tendant a ’effet anti-apoptotique. D’aprés [223]

6.1.2.3 L’effet immunomodulateur de la SEM sur le stress oxydatif et la
neuroinflammation

La plupart des troubles neurodégénératifs et traumatiques du SNC impliquent des processus
inflammatoires dans leurs physiopathologies. En étant les principales cellules immunitaires du
SNC, la microglie est activée avec les leucocytes, induisant ainsi la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires provoquant une réponse inflammatoire aux conséquences néfastes.

Hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIFl«a est un facteur de transcription qui joue un role
important dans 1’activation de la microglie lors des 1€sions tissulaires. Il est impliqué dans le
dysfonctionnement microvasculaire et I’activation de I’inflammation innée. Au sein du SNC,
HIF1« est principalement exprimé par les cellules gliales et les neurones [242]. Une récente
étude a montré qu’appliquer une SEM sur des cultures cellulaires de neurones et de cellules
microgliales, inhibe 1’expression de HIF1« en diminuant la libération des principaux signaux
pro-inflammatoires IL-13, TNF-«, IL-6 et IL-8, réduisant ainsi la réponse inflammatoire et la
mort cellulaire [243].

Plusieurs cytokines et enzymes pro-inflammatoires semblent étre modulées par la SEM. A cet
égard, une étude menée dans un modele de maladie de Parkinson induit par injection
intracérébrale d’hydroxydopamine 6-OHDopamine, a montré une augmentation de la survie
cellulaire dans la substance noire ainsi qu'un maintien de la libération de dopamine dans le

striatum, apres traitement a base de rTMS a raison de 0.5 HZ durant 4 semaines. Ceci a été
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accompagné d’une régulation positive de I’expression des médiateurs inflammatoires. Cette
étude a démontré, également, qu’au moins une partie de I’effet neuroprotecteur de la rTMS
provient du fait de réduire I’expression des molécules pro-inflammatoires telles que
I’expression de la cyclooxygenase-2 (COX-2) et du TNF « [fig. 6.4] [244].
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FIGURE 6.4 Les différents mécanismes cellulaires et moléculaires induits par le champ électromagnétique
sous-tendant a ’effet anti-inflammatoire. D’apres [223]

6.1.3 L’effet neurorégénératif de la SEM au niveau médullaire

La Iésion médullaire, comme décrite précédemment, est caractérisée par une phase secondaire
qui induit une inflammation, une apoptose, une excitotoxicité, une ischémie et une
dégénération axonale, ainsi que la mise en place d’une cicatrice. Ces mécanismes se
traduisent, par la suite, par des altérations des fonctions motrices. Bien que des pistes
thérapeutiques prometteuses soient en cours de développement, elles ne sont pas encore
suffisamment efficaces pour €tre transposées chez I’homme. A ce jour, aucun traitement,
empéchant la propagation des dégats et induisant des processus de régénération visant la
restauration des fonctions neurologiques perdus, n’est approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) [245]. Dans ce contexte, plusieurs études ont montré les effets bénéfiques de
la stimulation électrique, épidurale ou directe, sur la récupération fonctionnelle dans le cadre
des LMTs. Pour autant, son utilisation reste inefficace a cause de son caractere invasif et des
effets indésirables pouvant étre causés par ces implantations électriques. [246]. Par
conséquence, il était nécessaire d’explorer une nouvelle stratégie non invasive qui vise a

limiter les altérations suite a la phase secondaire.
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Tout au long de ce qui précede, nous avons décrit les différents effets neurobiologiques de la
SEM sur les pathologies du SNC : sa capacit¢ a stimuler la neurogenese, son effet
neurotrophique, immunomodulateur et neuroprotecteur. Tous ces effets font de la SEM un bon
candidat qui peut cibler chacun de ces évenements caractéristiques de cette phase

secondaire.

Peu d’études se sont intéressées a explorer ces effets au niveau de la restauration tissulaire et la
récupération fonctionnelle a la suite de LMTs. L’étude menée par Li et al. en 2010 montre
pourtant que dans un modele de la 1ésion du finuculus dorsalis chez le rat, I’application de la
SEM sous forme de rTMS, pendant 5 min/jour durant 2 semaines et a différentes fréquences
(1-20 Hz), induit une diminution de la zone de la 1ésion. Cette diminution est accompagnée
d’une augmentation de I’expression de GFAP, MAP2 et ERK1/2 a son épicentre. De méme, il
a été démontré que les effets de la SEM sont optimaux a 10 Hz. Ces résultats prouvent ainsi,
que 1’augmentation de I’expression de la protéine ERK1/2 est corrélée a 1’augmentation de
I’expression de GFAP ayant un role important durant ’astrogliose et dans la voie de
signalisation MEK/ERK intervenant dans les processus de prolifération, migration et
différenciation cellulaire. Cette étude nous confirme, enfin, que la SEM favorise la migration
des astrocytes vers le site de la 1ésion via I’activation de voies de signalisation ERK1/2 [247].
Dans ce méme contexte, une autre étude, menée en 2013, montre, dans un modele de
contusion chez le rat au niveau T9, que la SEM (25 Hz pendant 8 semaines) induit une
diminution de 1’aire microgliale Ibal* et de I’aire gliale GFAP* au niveau de la corne dorsale
de la moelle au niveau L4 et LS en comparaison du groupe contrdle 1ésé sans traitement [248].
Dans cette étude, les auteurs se sont intéressé, particulierement, a la douleur neuropathique,
symptome trés présent chez les patients médullo-1€sés et alterant souvent leur qualité de vie.
Or, il a été démontré, dans une autre publication, que I’activation microgliale au niveau des
cornes dorsales contribue a un état hyper-réactif notamment en cas de douleur neuropathique,
et qu'une atténuation de cette activation microgliale et astrocytaire est essentielle pour réduire
cette douleur [249].

D’autres études se sont intéressées a un autre aspect clinique, la spasticité, qui correspond a un
désordre moteur et, en particulier, a des spasmes musculaires fréquents chez les patients
atteints d’une lésion médullaire. Ainsi, plusieurs études ont démontré que la rTMS peut
atténuer la spasticité apres LMT. Bien que les effets de la rTMS sur la spasticité ont été
étudiés, les mécanismes sous-jacents a cet effet ne sont pas encore entierement connus. Dans
ce contexte, depuis quelques années, des études ont montré que la voie GABAergique est

étroitement corrélée au développement de la spasticité. Pour cette raison, une étude [250] a
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appliqué une SEM de 10Hz a différents intervalles de la Iésion, en commencant la stimulation
au 8™ jour ou 15°™ jour apres LMT chez des rats. L’objectif était de quantifier 1’expression
des récepteurs GABAA et B chez le groupe 1€sé, ainsi que ’effet de la stimulation sur ces
récepteurs. En premier lieu, il a été constaté que, lors de la Iésion et en absence de traitement,
une diminution de I’expression de ces récepteurs survient et que cette diminution est plus
importante 14 jours apres la Iésion que 7 jours apres. A 1’opposé, lors de 1’application de la
SEM, on constate une augmentation de I’expression des récepteurs GABA, corrélée a
I’expression du BDNF qui se traduit par un soulagement de la spasticité favorisant, ainsi la

récupération motrice.

Cette récupération motrice induite par I’effet de la SEM a été étudiée, autrement, en ciblant,
cette fois, différents processus conduisant a la réparation fonctionnelle telle que la plasticité
synaptique de la moelle via I’augmentation de 1’activation du récepteur NMDA. L’étude de
Hunanyan et al. fait partie des rares études plagant la bobine de la SEM directement au niveau
de moelle spinale et non pas au niveau transcranien. Cette étude a montré que la SEM au niveau
de la moelle spinale induit une facilitation synaptique a long terme via I’activation du récepteur
NMDA, dans un modele d’hémisection latérale au niveau thoracique. Ceci a été confirmé par
I’administration du MK-801, un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA avant la SEM,

qui a montré une inhibition de 1’effet de la stimulation a induire la potentialisation [251].

Dans la plupart des études, les effets de la SEM dans le cadre des LMTs ont été explorés dans la
phase aigiie de la 1ésion, en commengant les séances de stimulation directement des la survenue
de celle-ci. En revanche, Leydeker et al. ont confirmé cet effet bénéfique de la stimulation, a 15
Hz, tant au niveau histologique que fonctionnel, dans la phase aigiie et également chronique, en

commengant le protocole de stimulation trois semaines apres la Iésion [252, 253].

Enfin, 'ensemble de ces analyses bibliographiques révélant les effets neurotrophiques,
neuroprotecteurs, anti-apoptotiques, neuromodulateurs et régénératifs de la SEM, nous a incité
a investiguer plus profondément I’effet de la rTSMS sur les différentes réponses des cellules
endogenes de la moelle spinale. Nous nous sommes notamment intéressés aux mécanismes qui
lui sont associées et a leurs implications sur la récupération des fonctions neurologiques

perdues dans le cadre des LMTs.
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L’ensemble de mes travaux de These a été réalisé au sein du laboratoire de chirurgie
expérimentale composante du Groupe de Recherche sur le Handicap Ventilatoire, GRHYV,
Equipe d’Accueil 3830, sous la direction du Dr. Nicolas Guérout et codirigé par le Pr.

Jean-Paul Marie.

Ce travail de recherche a été congu dans la suite des travaux menés par le laboratoire, ayant pour
objectif, de trouver de nouvelles thérapies capables de restaurer les fonctions neurologiques

perdues suite aux Iésions du systeme nerveux périphérique et central.

Depuis quelques années, le laboratoire s’est intéressé principalement a la thérapie cellulaire, a
ses atouts et ses effets bénéfiques dans différents modeles expérimentaux de la Iésion
médullaire. Bien que la thérapie cellulaire soit une approche thérapeutique prometteuse dans le
cadre des LMTs, de nombreux obstacles sont a prendre en considération afin de pouvoir
I’appliquer chez ’homme d’une maniere efficace et reproductible tel que, principalement, son

caractere invasif.

A la vue de ces contraintes cliniques, nous avons décidé d’explorer un traitement non invasif
connu pour ses effets neuroprotecteurs et neurotrophiques dans le SNC; la stimulation

magnétique répétitive trans-spinale (rTSMS).

Etonnement, peu d’études ont exploré cette thérapie dans le cadre des LMTs, et rare sont celles
qui I’ont utilisé d’une maniere focale, c’est a dire directement au niveau du site de la lésion. A
ce jour, les mécanismes et les voies sous-jacentes de ces effets dans ce cadre restent toujours
inconnus. C’est pourquoi nous avons entrepris de caractériser ces effets dans le cadre de mes
travaux de These. En effet, en premier lieu, nous avons évalué les effets de la rTSMS sur la
réparation tissulaire, via la modulation de la cicatrice médullaire et de ces différentes
composantes in vivo, ainsi que sur la récupération fonctionnelle dans différents paradigmes
(aigue et chronique) et a différents ages (juvénile, adulte et vieux) chez des souris WT ayant
subi une transsection complete de la moelle spinale. En second lieu, 1’objectif était de décrire
les mécanismes a I’origine des effets de la rTSMS. Pour ce faire, des analyses protéomiques
ont été réalisées, puis nous avons évalué I’effet de la rTSMS sur la réactivité des cellules
souches endogenes de la moelle, ainsi que, la contribution de ces dernieres dans la mise en
place de la cicatrice gliale in vitro et in vivo via un modele de souris transgénique
hFoxJ1-CreER™?::tdTomato.

L’ objectif global était d’étudier, pour la premiere fois, 1’effet de la rTSMS sur la réponse des

différentes composantes cellulaires résidentes de la moelle spinale, les mécanismes a 1’origine
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de ces effets, ainsi que la capacité a restaurer les fonctions motrices perdues suite a la 1ésion
médullaire. Ce travail de these a fait ’objet d’une publication « The Regenerative Effect of
Trans-spinal Magnetic Stimulation After Spinal Cord Injury : Mechanisms and Pathways
Underlying the Effect. » dans le journal Neurotherapeutics dans laquelle, je suis premiere

auteure.
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Abstract

Spinal cord injury (SCI) leads to a loss of sensitive and motor functions. Currently, there is no therapeutic intervention offering a
complete recovery. Here, we report that repetitive trans-spinal magnetic stimulation (rTSMS) can be a noninvasive SCI treatment
that enhances tissue repair and functional recovery. Several techniques including immunohistochemical, behavioral, cells cul-
tures, and proteomics have been performed. Moreover, different lesion paradigms, such as acute and chronic phase following SCI
in wild-type and transgenic animals at different ages (juvenile, adult, and aged), have been used. We demonstrate that rTSMS
modulates the lesion scar by decreasing fibrosis and inflammation and increases proliferation of spinal cord stem cells. Our
results demonstrate also that rTSMS decreases demyelination, which contributes to axonal regrowth, neuronal survival, and
locomotor recovery after SCI. This research provides evidence that rTSMS induces therapeutic effects in a preclinical rodent
model and suggests possible translation to clinical application in humans.

Keywords Rehabilitation - spinal cord injury - glial scar - magnetic stimulation and neuroregeneration
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Background

Spinal cord injury (SCI) is an incurable disease which leads to
a permanent loss of motor, sensation, and sensory functions
below the injury level [1]. To date, no cure can be offered to
paraplegic or tetraplegic patients. Thus, for many decades,
researchers have conducted a substantial number of studies
in order to understand the mechanisms responsible for the lack
of recovery following SCI. Thereby, it has been reported that
SCI induces multiple cellular and molecular responses as in-
flammation, neuronal death, demyelination, and scar forma-
tion [2], which lead to limited axonal regrowth and recovery.
However, the distinct role of each cellular population in the
spinal cord has been recently investigated and described after
SCI [3]. Specifically, the scar which occurs after SCI [4],
mainly described as an inhibitory glial scar, is formed by not
only astrocytes but also fibroblasts with cell type—specific
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contributions [5]. Indeed, the astrocytic scar exerts mainly
protective effects by restricting the spread of inflammation
and secreting permissive molecules constituting a bridge for
axonal regrowth [6]. On the contrary, the fibrotic scar exerts
inhibitory effects on axonal regrowth and functional recovery
[7]. More recently, by using optogenetic tools, it has been
demonstrated that the inhibition of the fibrotic scar formation
promotes axonal regrowth and functional recovery after SCI
[8]. Furthermore, it has been shown that the administration of
specific growth factors, such as, osteopontin, insulin-like
growth factor 1, and ciliary-derived neurotrophic factor, can
induce axonal regrowth across the lesion core [9]. In addition,
the endogenous neural stem cells in the spinal cord can also
contribute to the scar formation, and secrete neurotrophic fac-
tors to prevent neuronal death [10]. These quiescent adult
neural stem cells in the spinal cord can be activated after
SCI, and differentiate into mostly astrocytes and migrate to
the injury site to form the core of astrocytic scar [10, 11].
Therefore, ependymal cells have been proposed as a therapeu-
tic target for endogenous regeneration after SCI [11, 12].
These recent discoveries have led to new starting points for
innovative therapies based on the modulation of the cellular
populations in the lesion scar. However, as most of the studies
use cellular transplantations or genetic modulations of lesion
scar for axonal regeneration and functional recovery, their
administration protocols are complex for clinical context due
to their invasiveness, endogenous genetic manipulation, po-
tential side effects, and/or pre-injury characteristics [6, 7, 13].
Therefore, a noninvasive treatment combining the modulation
of endogenous cell types is of high interest for SCI therapy.

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS)
has been already used clinically to treat neuropsychiatric
diseases [14] and is considered a promising future treat-
ment for stroke [15], Parkinson’s [16], or Alzheimer’s
diseases [17], despite that the mechanisms behind is not
fully understood. It has been hypothesized that magnetic
fields exert neuroprotective [18, 19] and remodeling ef-
fects on the tissues [20]. Although new in vitro and
in vivo studies have demonstrated that rTMS induces
changes of gene expression related to apoptosis and
neurite outgrowth [21, 22], very few studies have
explored the benefit of the rTMS following SCI. In
particular, none has so far used a focal and
noninvasive repetitive trans-spinal magnetic stimulation
(rTSMS) paradigm as treatment after SCI, neither are
the cellular and molecular mechanisms elucidated.

In this study, we propose that a noninvasive treatment, the
focal rTSMS, has neuroprotective and neuroregenerative ef-
fects on the injured spinal cord. By using wild-type (WT) and
transgenic animals at different ages, in vivo and in vitro
methods, and proteomics, we evaluated the recovery effects
of this therapy, and investigated the modulation of the scar,
and the cellular and molecular mechanisms. Our study
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suggests that rTSMS can modulate the scar formation and
support neuronal survival as well as promote regeneration.
Therefore, we propose it as a potential noninvasive SCI ther-
apy, for patients at different ages.

Methods
Experimental Design

An overview of the paradigms used in this study is presented
in Figs. 1A, 2A, 5A, 6A, 7A, and 8A.

Briefly, in Figs. 1, 2, 3, 4, and 5, SCIs were performed on
mice (day 0), then half of the mice has been treated using
rTSMS during 2 weeks (from day 1 to day 14).

In Figs. 1, 4, and 5, at day 15, mice were fixed and
immunohistological analyses were performed. In addition, in
Fig. 1 at day 90, two other groups of mice were fixed and
immunohistological analyses were performed.

In Fig. 2, at day 15 and day 30, functional recoveries were
analyzed using locotronic test.

In Fig. 3, at day 15, mice were sacrificed, and proteomic
analyses were performed.

In Figs. 6, 7, and 8, SCIs were performed on mice (day 0),
then 11 days after, the same mice have been treated using
rTSMS during 2 weeks (from day 11 to day 24). At day 25
and day 40, functional recoveries were analyzed using
locotronic test. At day 90, mice were fixed and
immunohistological analyses were performed.

Animal Care and Use Statement

The animal protocol was designed to minimize pain or dis-
comfort to the animals. All experimental procedures were in
accordance with the European Community guiding

Fig.1 rTSMS-based treatment modulates spinal scar formation after SCI. P>
(A) Experimental design, SCls were performed on mice (day 0), then half
of the mice has been treated using rTSMS during 2 weeks (from day 1 to
day 14). At day 15 and day 90, mice were fixed and immunohistological
analyses were performed. At day 15 (B-D, H-J, N-P) and day 90 (E-G,
K-M), two groups of mice were fixed and immunohistological analyses
were performed. (B, C, E, F, H, I, K, L, N, O) Representative pictures of
sagittal spinal cord sections of (B, E, H, K, N) control (SCI) and (C, F, I,
L, O) Stm (rTSMS treated) animals 15 and 90 days after SCI. Sections
were stained with (B, C, E, F) PDGFRB, (H, I, K, L) GFAP, (N, O) Ibal,
and DAPI. (B-D, E-G) Fibrosis-positive area (PDGFR3+) and quantifi-
cation of PDGFRf3+ area 15 and 90 days after SCI. (H-J, K-M)
Astrocytic-negative area (GFAP—) and quantification of GFAP— area
15 and 90 days after SCI. (N-P) Ibal-positive area (Ibal+) and quantifi-
cation of Ibal+ area 15 days after SCI. Scale bars are 200 um. N=5
animals per group at 15 days and N=4 animals per group at 90 days.
Quantifications are expressed as average = SEM. *=p <0.05; **=
»<0.01
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Fig. 2 rTSMS-based treatment enhances functional recovery. (A)
Experimental design, SCIs were performed on mice (day 0), then half
of the mice has been treated using rTSMS during 2 weeks (from day 1 to
day 14). At day 15 and day 30, functional recovery was analyzed using
locotronic test. (B-G) At days 15 and 30, functional recovery was ana-
lyzed for the two groups of mice using locotronic test. (B, E)
Quantification of the number of back leg errors 15 and 30 days after

principles on the care and use of animals (86/609/CEE;
Official Journal of the European Communities no. L358;
December 18, 1986), French Decree no. 97/748 of
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SCL. (C, F) Quantification of the total back leg error time 15 and 30 days
after SCL. (D, G) Quantification of the total crossing time 15 and 30 days
after SCI. N=6-7 animals per group. Dashed lines correspond to the
baseline parameters obtained during locotronic habituation (7 days before
SCI). Quantifications are expressed as average = SEM. * = p <0.05; ** =
p<0.01, *#*=p<0.001

October 19, 1987 (Journal Officiel de la République
Francaise; October 20, 1987), and the recommendations of
the Cenomexa ethics committee (#20458).



The Regenerative Effect of Trans-spinal Magnetic Stimulation After Spinal Cord Injury: Mechanisms and...

@  [fissue and protein

extractions Trypsin digestion

Nano-LC MS/MS analysis Peptide and protein Biological function

& -’g&':d“ Ul . ﬂ ad Jr = o ben

quantifications analysis
]

c«;m:}.:;«t) 2 LI
b Biological functions N:::; ";;:f p-value z-score Aﬁ:‘:tt:: rl:ﬂs::]te
Apoptosis 62 4.38.10-10 -2.489 Decreased J
Neuronal cells death 26 6.07.10%¢ -1.864 Decreased
Development of neurons 35 5.16.10-" 3.199 Increased
Axonogenesis 18 5.20.10-12 2612 Increased
Branching of neurons 19 2.80.10°1° 2.303 Increased 1
Proliferation of neurals cells 23 7.68.10% 2.041 Increased 4
Growth of axons 12 6.98.10% 2.016 Increased
c NCDN SYN1 CSRAP1 RHOG BASP1 ACTE VIME THY!1 MBP NEUM MOG NEH NFM PACN1 UCHL1 DPYLZ

STXB1

Upreguiated protesn Downregulated protein ===+ Activation

v ¥, N _ : i .-" .
- a g s
£ p —=iy i
Prolifer: ral cells is Bran urons
v ¥, - S
i - ~ v -
4 T L3 - - = " - [ b

RAPIE ONa7 HSPTC 14332 (is1_ TAU CDoaz PCSK1 RACT SYUA GNAD MKD3 RHos

soHB =
Neu f eath
14338 o

GEPI GSTM1 DHE3 CHB0 STIP1 PARK? soD2 PRDX3 PRDXZ SOD1 PRDXS ALBU NMEZ TAGL2 RAP1IA PPIA COF1 CALR ANXAZ MOES ENOA

ol v -
*ﬂ. Enzyme e Kinase »  Peplidase | Phosphatase Transcription regulator J Transporter Others.

A

El

- Gee2

| sLc2sA4

288

= L=

Inhikstion * Baological function increased * Binlogecal function decreased

Fig. 3 rTSMS regulates functional protein synthesis and pathways. (A)
Workflow for quantitative proteomics and data analyses of spinal cord
tissue between stimulated (rTSMS treated) and control (SCI) mice. (B)
Modulation of biological functions involved in neural development and
cell death from differentially regulated proteins in stimulated mice com-
pared to controls. Analysis was performed using Ingenuity Pathway

Mice of either sex were group housed (two—five mice/cage,
genders separated) in secure conventional rodent facilities on
a 12-h light/dark cycle with constant access to food and water.

A total of 118 mice were included in this study (Supplement
Table I). We used two mouse lines in this study (100 WT
C57BL/6 mice and 18 hFoxJ1-CreER™ mice), including ran-
domized grouped male and female: (1) C57BL/6 WT mice and
(2) tamoxifen-inducible hFoxJ1-CreER ™ transgenic mice with a
C57BL/6 genetic background crossed with Rosa26-tdTomato
reporter mice. For tamoxifen-inducible mouse line, recombina-
tion was induced by five daily intraperitoneal injections of 2 mg

Analysis (IPA, Qiagen). Statistical significance is proposed through the
calculation of p values and z-scores. (C) Functional regulatory effects of
upregulated (red) or downregulated (green) proteins belonging to the
different pathways associated to neural development and cell death (red
arrows: activation; green arrows: inhibition; orange nut: gain of biological
function; green nut: decrease of biological function)

tamoxifen (Sigma-Aldrich, 20 mg/ml in corn oil, Missouri, MO).
Clearance of tamoxifen was allowed for 1 week before the start
of the SCI experiments.

Experiments reported in Figs. 1, 2, 3, 4, 5, and 6 were per-
formed on adult mice at 8—12 weeks of age (average weight 20 g
for females and 25 g for males); experiments reported in Figs. 7
and 8 were performed on both: juvenile C57BL/6 mice on post-
natal day (P)30 (average weight 15 g for females and 17 g for
males) (Fig. 7) to correlate with teenagers and aged C57BL/6
mice at 18 months (average weight 41 g for females and 46 g for
males) (Fig. 8) of age to correlate with elderly.
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Surgical Procedure and Postoperative Care

To facilitate surgical procedure, stereotaxic frame was used.
Mice were kept under anesthesia with 2% of isoflurane (Iso-
Vet, Osalia, Paris, France) and the animal’s body temperature
has been kept steady at 37 °C with a heating pad during the
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BDA DAPI

entire surgical intervention. After being shaved and
disinfected with 70% EtOH, the dorsal skin of the mice was
incised, the superficial fat gently shifted, and the muscle tissue
dissected to expose laminae T9-T11. The posterior part of
vertebrac was countersank in order to create an ample space
for lesion. After laminectomy, the dura mater was removed. A
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<« Fig. 4 rTSMS inhibits demyelination and enhances neuronal survival
and axonal regrowth. (A, B) Representative pictures of sagittal spinal
cord sections of (A) control (SCI) and (B) Stm (rTSMS treated) animals
15 days after SCI. Sections were stained with MBP and DAPI. (C)
Quantification of MBP-negative area (MBP—) 15 days after SCI. Scale
bars are 200 pm. N =5-6 animals per group. (D, E) Representative pic-
tures of axial spinal cord sections of (D) control and (E) Stm animals
15 days after SCI. Sections were stained with NeuN and DAPI. (F)
Quantification of NeuN+ cells 15 days after SCI. Scale bars are
200 pm. Dashed line corresponds to the number of NeuN+ cells from
non-injured spinal cord. N =4 animals per group. (G, H) Design of the
BDA-labeled axons experiments. SCIs were performed on mice (day 0),
2 days after mice have been injected with BDA. Then, half of the mice has
been treated using rTSMS during 2 weeks (from day 2 to day 15). At day
16, mice were fixed and immunohistological analyses were performed on
control and Stm mice. (I, J) Representative pictures of sagittal spinal cord
sections of (I) control and (J) Stm mice 16 days after SCI. Sections were
stained with BDA and DAPI. Dashed lines demarcate proximal (PB) and
distal (DB) borders around lesion core (LC). Images are representative of
n =3 animals per group. Scale bars are 200 pm. Quantifications are
expressed as average = SEM. * =p < 0.05

complete spinal cord transection was performed with 25-
gauge needle for WT mice. For the transgenic mice
(hFoxJ1-CreER"?), dorsal funiculus transaction [12] was per-
formed in order to let the central canal uninjured. After sur-
gery, the animals received an intramuscular injection of
nalbuphine hydrochloride (10 mg/mL, Mylan, Canonsburg,
PA) and were placed back in their home cages. The mice were
checked daily for general health, mobility within the cage,
wounds, swelling, or infections.

rTSMS Treatment

rTSMS was delivered with a commercially available figure of
eight double coil featuring an air cooling system connected to
a Magstim rapid® stimulator used for focal cortical and periph-
eral stimulations (Magstim, Whitland, UK). The coil was po-
sitioned in close contact with the back of the animal at the site
of injury. The size of the area stimulated has been defined
according to the manufacturer’s device manual. The area stim-
ulated was 1.5 cm?. The position of the coil was maintained
using an articulated arm stand. The exact position of the coil
was defined using the mark located in the middle of the coil.
rTSMS treatment was applied at a frequency of 10 Hz,
10 min per day during 14 days. Stimulation protocol consisted
of 10-s stimulation followed by 20 s of rest. Mice were kept
under anesthesia with 2% of isoflurane during stimulation; the
equivalent anesthesia were used for untreated animals. Peak
magnetic intensity at the experimental distance was 0.4 T.

Tissue Preparation and Sectioning
The animals were deeply anesthetized with sodium pentobar-

bital (150 mg/kg body weight) and perfused transcardially
with PBS followed by ice-cold 4% formaldehyde in PBS.

Dissected spinal cords were further post-fixed in 4% PFA in
PBS at 4 °C overnight and cryoprotected in 30% sucrose (Life
Technologies, Carlsbad, CA) for at least 48 h. After embed-
ding in Tissue-Tek OCT compound (Sakura, Tokyo, Japan),
the spinal cords were cut sagittally or axially to 20-um thick-
ness. Sections were collected accordingly to stereological
principles (five sections per slide for sagittal sections and 10
sections per slide for axial sections) and stored at — 20 °C until
further use.

Immunohistochemistry

Spinal cord sections were blocked with 10% Normal Donkey
serum (Jackson ImmunoResearch, Cambridge, UK), 0.3%
Triton-X100 (Sigma-Aldrich) in PBS, then incubated over-
night at room temperature in a humidified chamber with pri-
mary antibodies diluted in blocking solution. The following
primary antibodies were used: Rabbit anti-Platelet-derived
growth factorf3 (PDGFRf3, Abcam, ab32570), Mouse anti-
Glial fibrillary acidic protein (GFAP Cy3-conjugated Sigma-
Aldrich, C9205 and GFAP unconjugated Sigma-Aldrich,
(G3893), Rabbit anti-ionized calcium-binding adapter mole-
cule 1 (Ibal, Wako, 019-19741, Osaka, Japan), Rat anti-
Myelin basic protein (MBP, Millipore, MAB386), Mouse
anti-NeuN (NeuN, Millipore, MAB377), and Goat anti-
Sox10 (Sox10,R&D Systems, AF2864).

After washing, antibody staining was revealed using
species-specific fluorescence-conjugated secondary antibod-
ies (Jackson ImmunoResearch). Biotinylated dextran amine
(BDA, Thermo Fisher Scientific, D1956, Waltham, MA)
tract-tracing was visualized with Cy3-conjugated streptavidin
antibody (Jackson ImmunoResearch). Sections were counter-
stained with 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI; 1 pg/mL;
Sigma-Aldrich) and coverslipped with Vectashield mounting
media (Vector Labs, Burlingame, UK).

Image Acquisition Analysis

The representative images of quantification for
immunohistochemically stained areas for sagittal sections
were taken using the Zeiss Apotome2 microscope setup.
Confocal images of the axial sections were performed
using the Zeiss upright fixed-stage Leica TCS SP8 CFS
confocal microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) equipped with diode laser (Coherent) at
405 nm (15%) to excite DAPI and at 552 nm (1%) to
excite Tomato-Cy3, a conventional scanner at 400 Hz
and a motorized stage to realize tile scan imaging. Using
a 40 x (1.30, oil immersion) fluorescence, emission was
sequentially detected through a hybrid detector (Leica
Microsystems) in photon counting mode with a specific
band from 425 to 475 nm for DAPI and 560 to 610 nm
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<« Fig. 5 rTSMS increases proliferation and modulates differentiation of
spinal cord stem cells. (A) Experimental design, SCls were performed
on mice (day 0), then half of the mice has been treated using rTSMS
during 2 weeks (from day 1 to day 14). At day 15, mice were fixed and
neurosphere assays (B) or immunohistological analyses (C—K) were per-
formed. (B) Quantification of the total number of neurospheres derived
from 100,000 cells from control (SCI) and Stm (fTSMS treated) mice
15 days after injury. N =4 animals per group. (C) Quantification of mean
fluorescence intensity of tomato+ cells 15 days after SCI. (D, E, F, G, 1, J)
Representative pictures of axial spinal cord sections of (D, F, I) control
and (E, G, J) Stm animals 15 days after SCI. Sections were stained with
tomato and DAPI (D, E). Scale bars are 250 pum. (F-K) Identification of
cells derived from Tomato+ recombined ependymal cells were identified
by GFAP (F, G) and Sox 10 (1, J). (H, K) Quantification of double positive
recombined cells in the spinal cord 15 days after SCI. Scale bars are
100 pm. N'=5 animals per group. Quantifications are expressed as aver-
age + SEM. *=p <0.05

for Tomato-Cy3. The image processing and assembly was
acquired with Image J software.

Quantification of Inmunohistochemically Stained Areas

The areas of the sagittal sections were measured at the epicen-
ter of the lesion and section rostral and caudal to the injury
site; thus, a minimum of 3 sections (60 pum) per animal have
been measured.

Locotronic Test: Foot Misplacement Apparatus

Experiments have been performed as described previously by
[23] (Intellibio, Nancy, France). The equipment consists of a
flat ladder on which the animal can move from the starting
zone towards the arrival zone. On both sides of the ladder,
infrared sensors allow the visualization and recording of the
displacement of the animal. The location and precise length of
time of all the errors are recorded, in distinguishing the errors
from front legs, back legs, and tail. Based on all data recorded,
number of back leg errors, total back leg error time, and total
crossing time were provided by the software and compared
between groups of animals.

All the mice were pre-trained on the ladder, twice, 1 week
prior to injury and then assessed on the day before the surgery
in acute context to provide baseline data. For chronical context
paradigm experiments (Figs. 6, 7, and 8), animals were
assessed also the day before the beginning of the rTSMS treat-
ment (10 days after SCI) to correct for any spontaneous re-
covery (Supplement Fig I).

Proteomic Analyses

The experimental design for proteomics analyses was the
same as that for immunohistological experiments. SCIs were
performed on mice (day 0), then half of the mice has been
treated using rTSMS during 2 weeks (from day 1 to day 14).

At day 15, mice were perfused with cold PBS to remove the
blood, then spinal cords (1 cm) were dissected on ice and
directly frozen in tube at — 80 °C.

Protein Extraction

Seven hundred microliters of solubilization buffer (urea 7 M,
Sigma-Aldrich, thiourea 2 M, Sigma-Aldrich, DTT 20 mM,
Sigma-Aldrich, CHAPS 2%, Sigma-Aldrich, C7BzO 0.5%,
Sigma-Aldrich, Tributylphosphin 5 pL, FlukaChemika,
Zurich, Switzerland) was added to each sample in Lysing
Matrix D (Biorad, Hercules, CA). Samples were homogenized
in the FastPrep® machine for 40 s at a speed of 6 m/s, after
which they were centrifuged at 10000g for 8 min. This oper-
ation was repeated 3 times to grind the entire tissue.
Supernatants were transferred to a clean 1.5-mL
microcentrifuge tube and conserved at — 80 °C.

Protein Concentration

To estimate the injury site protein concentration for each ex-
tract, Bradford was performed according to the manufac-
turer’s instructions (Biorad). The linear range for BSA stan-
dard was 0.1 to 1 mg/mL. The dilution of all samples was
1:20. Solubilization buffer was used as a negative control.
Absorbance at 595 nm was measured with the Perkin Elmer
Wallac 1420 Victor3™.

Enzymatic Digestion of Protein Extracts

For each extract, 25 pg of proteins was loaded into a 7%
polyacrylamide gel (Acrylamide/Bis-Acrylamide 30%
[29:1], Sigma-Aldrich) and a migration was performed for a
short period (90 min at 10-20 mA/gel). After Coomassie blue
staining, the revealed protein bands were excised and im-
mersed for the first time in a reductive buffer (5 mM DTT,
Sigma-Aldrich), and in a second time, in an alkylated buffer
(20 mM iodoacetamide, Sigma-Aldrich). After washing steps,
gel bands were submitted to protein digestion by 1 pg of
trypsin (Promega, Madison, WI). After overnight incubation
at 37 °C, several steps of peptide extraction were performed
using acetonitrile (Fisher, Hampton, NH). Then, the peptide
fractions were combined and dried.

NanoLC-MS/MS Analyses

All experiments were performed on an LTQ-Orbitrap Elite
apparatus coupled to an Easy nLC II system (both from
Thermo Scientific). Samples were injected onto an enrichment
column (Acclaim PepMap100, Thermo Scientific). The sepa-
ration was achieved with an analytical column needle (NTCC-
360/100-5-153, Nikkyo Technos, Tokyo, Japan). The mobile
phase consisted of H,O/FA 0.1% (buffer A) and CH;CN/FA
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0.1% (buffer B). Tryptic peptides were eluted at a flow rate of
300 nL/min using a three-step linear gradient: from 2 to 40%
B over 75 min, from 40 to 80% B in 4 min, and at 80% B for
11 min. The mass spectrometer was operated in positive ion-
ization mode with capillary voltage and source temperature set

@ Springer

Stm

GFAP DAPI

J * ok
20000
w
T 15000
g
$ 10000
m
g
I 5000
(]
0-

Control Stm

at 1.5 kV and 275 °C, respectively. The samples were ana-
lyzed using CID (collision-induced dissociation) method. The
first scan (MS spectra) was recorded in the Orbitrap analyzer
(R =60,000) with the mass range m/z 400—1800. Then, the 20
most intense ions were selected for MS2 experiments. Singly



The Regenerative Effect of Trans-spinal Magnetic Stimulation After Spinal Cord Injury: Mechanisms and...

<« Fig.6 rTSMS-based treatment enhances functional recovery in a chronic
condition. (A) Experimental design, SCls were performed on mice (day
0), then 11 days after the same mice have been treated using rTSMS
during 2 weeks (from day 11 to day 24). At days 25 and 40, functional
recovery was analyzed using locotronic test. At day 90, mice were fixed
and immunohistological analyses were performed. (B) Quantification of
the number of back leg errors 25 days and 40 days after SCI. (C)
Quantification of the total back leg error time 25 days and 40 days after
SCI. (D) Quantification of the total crossing time 25 and 40 after SCI. N=
9 animals at 25 days and N =6 animals at 40 days. Dashed lines corre-
spond to the baseline parameters obtained during locotronic habituation
(7 days before SCI). (E-J) At day 90, mice were fixed and
immunohistological analyses were performed and Stm (rTSMS treated)
animals were compared to control (SCI) mice. (E, F, H, I) Representative
pictures of sagittal spinal cord sections of (E, H) control and (F and I) Stm
mice 90 days after SCI. Sections were stained with (E, F) PDGFRf3 and
(H, I) GFAP and DAPI. (E-G) Fibrosis-positive area (PDGFR{3+) and
quantification of PDGFRf3+ area 90 days after SCI. (H-J) Astrocytic-
negative area (GFAP—) and quantification of GFAP— area 90 days after
SCL Scale bars are 200 pm. N = 4 animals per group. Quantifications are
expressed as average = SEM. * =p < 0.05; **=p < 0.01

charged species were excluded for MS2 experiments.
Dynamic exclusion of already fragmented precursor ions
was applied for 30 s, with a repeat count of two, a repeat
duration of 30 s, and an exclusion mass width of =5 ppm.
The precursor isolation width was 2 m/z. Fragmentation oc-
curred in the linear ion trap analyzer with normalized collision
energy of 35. All measurements in the Orbitrap analyzer were
performed with on-the-fly internal recalibration (lock mass) at
m/z 445.12002 (polydimethylcyclosiloxane).

Database Searches

Raw data files were processed using Proteome Discoverer 1.4
software (Thermo Scientific). Peak lists were searched using
the Mascot search software (Matrix Science, version
2.2.04) against the database Uniprot with the taxonomy
Mus musculus. Database searches were performed with
the following parameters: two missed trypsin cleavage
sites allowed; variable modifications: carbamidomethyla-
tion on cysteine, and oxidation on methionine. The
parent-ion and daughter-ion tolerances were 10 ppm
and 0.5 Da, respectively. False discovery rate (FDR)
threshold for identifications was specified at 1% (for
proteins and peptides).

Quantification

For protein quantification, a label-free experiment was
performed as previously described by Kentache et al.
[24]. Briefly, after MS analysis, raw data were imported
in Progenesis LC-MS software (Nonlinear Dynamics,
version 4.0.4441.29989, Newcastle, UK). For compari-
son, one sample was set as a reference and the retention
times of all other samples within the experiment were

aligned. After alignment and normalization, statistical
analysis was performed for one-way ANOVA calcula-
tions. For quantitation, peptide features presenting a p
value and a g-value less than 0.05, and a power greater
than 0.8, were retained. MS/MS spectra from selected
peptides were exported for peptide identification with
Mascot (Matrix Science, version 2.2.04). Database
searches were performed with the following parameters:
1 missed trypsin cleavage site allowed; variable modifi-
cations: carbamidomethylation of cysteine and oxidation
of methionine. Mass tolerances for precursor and frag-
ment ions were set at 5 ppm and 0.35 Da, respectively.
False discovery rates were calculated using a decoy-
fusion approach in Mascot (version 2.2.04). Identified
peptide-spectrum matches with — 10logP value of 13 or
higher were kept, at a FDR threshold of 5%. Mascot
search results were imported into Progenesis. For each
growth condition, the total cumulative abundance of the
protein was calculated by summing the abundances of
peptides. Proteins identified with less than 2 peptides
were discarded.

BDA Tract-Tracing

Tract-tracing of propriospinal neurons was performed by in-
jection of BDA, 10% wt/vol in sterile saline injected 1 ul, 4-
mm rostral to the injury site, 2 days after SCI (Fig. 4H) as
described by [9].

Neural Stem Cells Cultures

Animals were sacrificed 15 days after SCI. Spinal cord
cells were dissociated and neurosphere cultures were
established as described [25, 26]. All cells isolated from
one spinal cord were plated in 75-cm® culture dishes.
First, neurospheres were harvested after 2 weeks in cul-
ture and then were dissociated into single cells for pas-
sage. Approximately 100,000 cells per animal were plat-
ed in a 25-cm? culture dish for the next generation of
neurospheres, and all the new neurospheres (second,
third, and fourth generations) were harvested after
1 week in culture.

Quantification of Ependymal Cell Reactivity and
Contribution to the Glial Scar

To quantify ependymal cell reactivity and contribution to the
glial scar, the central canal and the dorsal part of the spinal
cord have been defined. To do so, we used a characterized
transgenic mouse line hFoxJ1-CreERT::tdTomato that ex-
presses tdTomato in ependymal and ependymal-derived cell
bodies allowing the quantification of mean fluorescence in-
tensity of tomato+ cells between the control and Stm
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Fig. 7 rTSMS-based treatment enhances functional recovery and
modulates scar formation in a chronic condition in juvenile mice. (A)
Experimental design, SCls were performed on mice (day 0), then 11 days
after the same mice have been treated using rTSMS during 2 weeks (from
day 11 to day 24). At day 25 and 40, functional recovery was analyzed
using locotronic test. At day 90, mice were fixed and immunohistological
analyses were performed. (B) Quantification of the number of back leg
errors 25 days and 40 days after SCI. (C) Quantification of the total back
leg error time 25 days and 40 days after SCI. (D) Quantification of the
total crossing time 25 days and 40 days after SCI. N =7 animals. Dashed

groups. A tile software was used to create images of
axial sections at the epicenter of the lesion, then mea-
surements of immunoreactivity in the defined areas were
quantified using Image J software.

Statistical Analysis

All data are presented as means =+ standard error of the mean
(SEM). Comparison of means were performed using two-
tailed Mann-Whitney test for all the experiments except for
proteomic analysis where one-way ANOVA test has been
used. In all tests, p <0.05 were considered statically
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lines correspond to the baseline parameters obtained during locotronic
habituation (7 days before SCI). (E-G) At day 90, juvenile mice were
fixed and immunohistologic analyses were performed and Stm (rTSMS
treated) animals were compared to control (SCI) mice. (E, F)
Representative pictures of sagittal spinal cord sections of (E) control
and (F) Stm juvenile mice 90 days after SCI. Sections were stained with
PDGFRf3, GFAP, and DAPI. (E-G) Fibrosis-positive area (PDGFR3+)
and quantification of PDGFR{3+ area 90 days after SCI. Scale bars are
200 um. N =5 animals per group. Quantifications are expressed as aver-
age £ SEM. *=p <0.05; ¥**=p <0.01, ***=p <0.001

significant. Supplement Table II lists all tests performed, the
comparison made, and the associated p values.

Results

rTSMS-Based Treatment Modulates Spinal Scar
Formation After SCI

To investigate whether rTSMS can promote scar formation in
both acute and chronic phases following SCI, we performed
spinal cord transection in adult mice [27]. One day after SCI,
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Fig. 8 rTSMS-based treatment enhances functional recovery and
modulates scar formation in a chronic condition in aged mice. (A)
Experimental design, SCIs were performed on mice (day 0), then 11 days
after the same mice have been treated using rTSMS during 2 weeks (from
day 11 to day 24). At days 25 and 40, functional recovery was analyzed
using locotronic test. At day 90, mice were fixed and immunohistological
analyses were performed. (B) Quantification of the number of back leg
errors 25 days and 40 days after SCI. (C) Quantification of the total back
leg error time 25 days and 40 days after SCI. (D) Quantification of the
total crossing time 25 and 40 after SCI. N =7 animals at 25 daysand N=5
animals at 40 days. Dashed lines correspond to the baseline parameters

mice were treated by rTSMS for 14 consecutive days, and
were sacrificed on day 15 or 90 for analysis (Fig. 1A). As
the lesion site can be subdivided into a lesion core infiltrated
by mostly stromal-derived pericytes and the boarder where
reactive astrocytes accumulate, we performed immunohis-
tochemistry for these areas by PDGFR 3 and GFAP markers
respectively. Our data revealed that the PDGFR[3+ area is
significantly reduced by 2 and 4 times in the rTSMS treat-
ment group compared to control, 15 days, and 90 days after
SCI respectively (Fig. 1B—D, E-G respectively). Similarly,
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obtained during locotronic habituation (7 days before SCI). (E-G) At day
90, aged mice were fixed and immunohistological analyses were per-
formed and Stm (rTSMS treated) animals were compared to control
(SCI) mice. (E, F) Representative pictures of sagittal spinal cord sections
of (E) control and (F) Stm aged mice 90 days after SCI. Sections were
stained with PDGFRf3, GFAP, and DAPI. (E-G) Fibrosis-positive area
(PDGFRf+) and quantification of PDGFR3+ area 90 days after SCL
Scale bars are 200 um. N=4 animals per group. Quantifications are
expressed as average £ SEM. ns=not significant * =p <0.05; ** =
p<0.01

we compared the core of glial scar by GFAP-negative area
and showed substantial reduction in the rTSMS animals in
both short- and long-term conditions (Fig. 1H-J, K-M re-
spectively). Additional comparisons have been performed
in order to investigate the evaluation of the scar overtime. It
appears that there is no significant difference between
15 and 90 days after SCI for PDGFRf3+ areas
(Supplement Fig IIA) or GFAP-negative areas
(Supplement Fig IIB) in both groups of animals (control
and Stm groups) (Supplement Fig II).
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In addition, we investigated Ibal expression; Ibal is a
microglial and macrophage-specific marker involved with
the membrane ruffling and phagocytosis in activated microg-
lia. Our results showed that Ibal+ area in the rTSMS group is
also significantly decreased by nearly 3 times (Fig. 1N-P),
indicating that rTSMS treatment modules spinal scar by re-
ducing fibrosis and inflammation and by increasing astrocytic
scar formation (GFAP+, quantified by GFAP-negative area).
Moreover, rTSMS beneficial effects on scar formation are
sustained even several months after the end of the treatment.

rTSMS-Based Treatment Enhances Functional
Recovery

To further investigate whether rTSMS treatment can promote
functional recovery, we conducted sensorimotor tests using a
foot misplacement apparatus (Fig. 2A) [23]. We showed that
the numbers of back leg errors and total back leg error time
have already exhibited reduction trends (Fig. 2B, C) and the
total crossing time was significantly reduced since 15 days
after SCI in the rTSMS group (Fig. 2D) (see Movie SI and
Movie SII). Moreover, all these sensorimotor parameters were
significantly improved 30 days after SCI in the rTSMS group
(Fig. 2E-G).

rTSMS Regulates Functional Protein Synthesis and
Pathways

We described above that 14 days of rTSMS treatment favor
tissue repair and functional recovery after SCI in mice. To
gain insight on molecular basis of recovery, a proteomic anal-
ysis was designed to highlight the regulation of biological
functions occurring under this stimulation. Accordingly, spi-
nal cord tissues (1 cm) from stimulated and control mice were
collected (n =4 for both groups). After protein extraction,
trypsin proteolysis was performed. Then, the resulting com-
plex peptide mixtures were analyzed by nanoLC-MS/MS.
Finally, from MS data, bioinformatics tools were used to
quantify protein amounts, and then to analyze the pathways
involved (Fig. 3A).

Differential proteomic analysis first revealed that the intra-
group peptide ion intensities (nearly 50,000 distinct quantita-
tive data) were associated with a good reproducibility (aver-
aged regression coefficient of 0.91 for both groups). After
quantitative analysis and identification, 156 proteins appeared
differentially regulated between rTSMS-treated and control
mice (Supplement Table III). Among them, 148 proteins were
upregulated and 8 were downregulated in stimulated mice. As
a whole, the abundance ratios were rather limited, although
associated to statistical significance (Supplement Table III).
All of these proteins were then integrated as inputs for func-
tional analysis (IPA, Qiagen). It allowed to describe 37 bio-
logical functions increased in stimulated mice (z-score > 2)
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and 7 decreased (z-score < —2). Among those, some were of
particular interest in the context of this study, especially re-
garding both neural development and cell death (Fig. 3B).
Thus, 62 and 26 proteins displaying a decreased abundance
were involved in apoptosis and in neuronal cell death, respec-
tively. Conversely, numerous functional pathways were pro-
moted, namely development of neurons, branching and pro-
liferation of neural cells, and axonogenesis. These functional
regulatory effects are summarized in Fig. 3C, with a chart
showing development of a complex protein network leading
to neuronal survival after rTSMS treatment.

Although altogether all these single observations were
highly convergent, we performed additional validation exper-
iments by immunohistochemistry targeted on the above-
described pathways.

rTSMS Inhibits Demyelination and Enhances Neuronal
Survival and Axonal Regrowth

To further validate our proteomic data, we evaluated
myelination, axon regeneration, and neuronal death in
rTSMS and control mice 15 days after SCI (Fig. 1A).
We first analyzed the demyelination after SCI by using
MBP staining in WT mice. We found that non-
myelinating area (MBP-negative area) is reduced by al-
most 4 times in rTSMS-treated group following SCI
(Fig. 4A-C). We further investigated the effects of
rTSMS treatment on neuronal survival using NeuN-
positive cell quantification in hFoxJ1-CreERT::tdTomato
mice. We quantified axial sections 40 pum rostrally or
caudally to the epicenter, and showed that average sur-
vived neurons significantly increased from 139/section
(control) to 233/section (rTSMS) (Fig. 4D-F). To further
study whether there is also better axonal regrowth or axon
survival in rTSMS-treated group, we performed BDA
tract-tracing experiments (Fig. 4G—H). After injecting
BDA dye 2 days following SCI in both groups, we per-
formed stimulations in the rTSMS group for 2 weeks and
sacrificed all the mice on the 16th day for longitudinal
sectioning and analysis (Fig. 4G—H). Our data showed
that there is a substantial infiltration of BDA+ axons into
the lesion site, while very few signals are shown in the
control group, suggesting that rTSMS treatment induces
axonal regrowth/axon survival into the lesion core (Fig.
41, J). Altogether, these results show that rTSMS de-
creases demyelination and increases neuronal survival
and axonal regrowth/axon survival.

rTSMS Increases Proliferation and Modulates
Differentiation of Spinal Cord Stem Cells

As our proteomic data suggest that rTSMS promotes develop-
ment of neurons and proliferation of neural cells (Fig. 3), we
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wonder whether spinal cord neural stem cells can be activated
by rTSMS and contribute to regeneration. Therefore, we used
both in vitro neurosphere assays and in vivo analysis to study
ependymal cells and spinal cord stem cells, and to analyze
their reactivity following SCI (Fig. 5A) [10-12]. First, we
sacrificed the mice from control and rTSMS, 15 days after
SCI, and performed neurosphere assay to study the self-
renewal potential of ependymal cells. We found that rTSMS
treatment increases the self-renewal potential of spinal cord
stem cells by 2-fold in vitro (Fig. 5B). To further study
ependymal cells’ reactivity in vivo, we took advantage of
the inducible transgenic hFoxJ1-CreERT::tdTomato mouse
line [25]. Ependymal cell reactivity was evaluated around
the central canal and in the lesion site by quantifying mean
fluorescence intensity of tdTomato-positive cells (Fig. 5C).
This reveals that rTSMS increases reactivity of spinal cord
stem cells and their contribution to the scar (Fig. 5D, E).

Then, we investigated the effects of rTSMS on the
fate of ependymal-derived cells after SCI (Fig. SF-K).
Fifteen days after SCI, we observed that the ependymal
progeny gives rise to 9% of GFAP+ cells in the control
group; in comparison, we found that there was almost
two times more Tomato+GFAP+ cells (15%) in the
rTSMS group (Fig. SF—-H). Moreover, based on Sox10
staining, we observed that there is a significant increase
in the number of Tomato+Sox10+ cells (7.5%) in the
rTSMS group in comparison to the control group (3.5%)
(Fig. 51-K).

These results indicate that rTSMS induces more ependymal
cells to differentiate into astrocytes and oligodendrocytes.

rTSMS-Based Treatment Enhances Functional
Recovery in a Chronic Condition

Acute rTSMS stimulation (the day following SCI) can-
not be used for most SCl-affected patient following traf-
fic accidents, falls, and violence [28]. From the thera-
peutic perspective, we thus tested rTSMS in a chronic
condition. We began rTSMS treatment 10 days after
SCI for a 14-day period as described above (Fig. 6A).
We measured functional recoveries and tissue repair on
the same animals throughout the experiments. Our re-
sults show that 25 days and 40 days after SCI, rTSMS
treatment in this paradigm significantly enhances senso-
rimotor recoveries, including back leg errors (5 times
reduction), back leg error time (10 times reduction),
and total crossing time (2 times reduction) (Fig. 6B-—
D). On these animals, histological analyses reveal that
rTSMS modulates scar formation by decreasing the fi-
brotic (PDGFR+) and increasing the astrocytic
(GFAP+, quantified by GFAP-negative area) scar
90 days after SCI (Fig. 6E-G, H-J respectively).

rTSMS-Based Treatment Enhances Functional
Recovery and Modulates Scar Formation in a Chronic
Condition in Juvenile and Aged Mice

Epidemiology of the SCI evolved overtime; currently, in de-
veloped countries, two categories of persons are more con-
cerned by SCI, teenagers and the elderly [17]. We further
investigate whether this rTSMS treatment is applicable in
SCI animals at different age. Using the same study design
(Figs. 7A and 8A), we tested the effects of rTSMS on juvenile
(P30) (Fig. 7) and aged (18 months) (Fig. 8) animals.

In juvenile mice, locomotor experiments show that rTSMS
treatment induces sensorimotor recovery 25 days and 40 days
after SCI (Fig. 7B-D). On these animals, histological analyses
reveal that rTSMS treatment reduces the fibrotic scar 90 days
after SCI (Fig. 7E-Q).

In aged mice, locomotor experiments show that rTSMS
treatment induces a moderate sensorimotor recovery 25 days
and 40 days after SCI (Fig. 8B-D). Indeed, for all parameters
tested, only the number of back leg errors is significantly
improved 25 and 40 days after SCI (Fig. 8B). On the other
hand, as previously described for adult and juvenile animals,
histological analyses reveal that rTSMS treatment reduces the
fibrotic scar 90 days after SCI (Fig. 8E-Q).

Discussion

r'TMS is a safe and noninvasive form of CNS stimulation that
applies focal magnetic field to generate electric currents [29].
rTMS can modulate CNS activity depending on frequency
and coil position [30, 31].

This therapy is being evaluated in a number of clinical
contexts for the treatment of stroke [32], tinnitus [33], and
major depressive disorders [14], as well as for the manage-
ment of neurodegenerative disorders such as Parkinson’s [34]
or Alzheimer’s diseases [17].

Different studies described the applications of noninvasive
neuromodulatory techniques after SCI such as transcutaneous
electric stimulation [35], direct current stimulation [36], or mag-
netic stimulation [37]; all are new therapeutic tools which can be
used for experimental and clinical research. Both transcutaneous
electric stimulation and direct current stimulation are designed to
mainly stimulate individual group of neurons, whereas figure of
eight double coil-based TMS delivers a focal magnetic field
stimulating neural tissue structure (0.5 mm? to 2 cm?” according
to the size of the coils) [38, 39]. In our study, one of the main
objectives was to modulate noninvasively the lesion site after
SCI that is why rTSMS has been chosen.

For SCI, very few experimental and clinical investigations
have explored the benefit of the rTMS following SCI, by
using full-body or brain stimulation [40—43]. However, full-
body stimulations may activate cells from other regions, such
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as the brain, and therefore might have an impact on the spec-
ificity of the rTMS effects on the spinal cord. Moreover, the
cellular and the molecular changes that underpin the effect
outcomes are largely unknown.

Although some previously published studies described the
use of rTSMS after SCI, their stimulation coils and protocols
are different from ours. Indeed, the study by Petrosyan et al.
explores the use of focal rTSMS after SCI on a rat model [44].
However, the protocol is based on a low frequency (0.2 Hz)
and very high intensity (2.8 T) stimulation during 5 weeks.
Moreover, the protocol was composed of one train of stimu-
lation during 35 min. More importantly, in this study, there
was no difference between rTSMS treated and untreated ani-
mals. Another study by Leydeker et al. used a non-focal stim-
ulation protocol. Indeed, they used a circular coil of 5 cm
which implied full-body stimulations [42].

Therefore, we used a focal 'TSMS paradigm as treatment after
SCI, to avoid side effects. We explored the feasibility of the
rTSMS, evaluated its effects on tissue repair and functional re-
coveries, and we characterized the cellular and molecular mech-
anisms induced by rTSMS after SCI. As a proof of concept, we
used our established rTSMS protocol at a frequency of 10 Hz,
10 min per day for 2 weeks. We chose these parameters in
accordance with other protocols previously described [22, 45].

SCI causes massive cell death and inflammation, leading to
free radical and cytokine production which exacerbates neurons
and oligodendrocyte apoptosis at the lesion site and axonal de-
generation above the injury [46, 47]. Following SCI, a scar is
formed which is composed of a fibrotic and a glial component.
The fibrotic component is constituted by a subset of perivascular
cells, termed type A pericytes, which creates a scar core of
fibroblast-like cells and dense extracellular matrix [5, 10].
Newly, Dias et al. report that significantly more descending
axons can grow through the lesion site after SCI when this fi-
brotic lesion core is reduced [7]. On the other hand, the glial
component is generated by astrocytes derived from resident as-
trocytes and by ependymal cell-derived astrocytes [11, 25]. The
resident astrocytes increase their proliferation after SCI and up-
regulate the expression of GFAP near the lesion site and in the
surrounding area. The glial component prevents inflammation
and immune cells and fibroblast-like cell infiltration. Recently,
by using transgenic loss-of-function mouse model to ablate scar-
forming astrocytes, it has been demonstrated that astrocytes ex-
press axon-growth-supporting molecules which aid axonal re-
generation after SCI [6].

These studies suggest the fibrotic and astrocyte scar mod-
ulation as a potential target to promote axonal regeneration
after SCI. In this regard, we investigated if rTSMS can mod-
ulate fibrotic and astrocyte scars upon SCIL. Our results show
that rTSMS has the ability to modulate scar formation 15 days
after SCI and that these effects are sustained 90 days after SCL.
In fact, similar to what was described in previous studies,
fibrotic scar represents a major barrier for axonal regrowth
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and inhibition of it using rTSMS increases in turn astrogliosis
and decreases inflammation [6, 10, 48].

We further investigated if rTSMS treatment can promote
functional recovery. To this purpose, we used a foot misplace-
ment apparatus (locotronic test) and we demonstrated that
rTSMS-based treatment enhances sensorimotor functions af-
ter SCI by decreasing the number of back leg errors, total back
leg error time, and total crossing time. These results are in
agreement with a previously published study in rats showing
that magnetic field promotes the restoration of locomotor
function after SCI [43].

Then, to obtain more profound molecular knowledge about
these effects, we performed proteomic analysis which re-
vealed that 156 proteins are differentially regulated after
rTSMS. Ingenuity Pathway Analysis of these proteins shows
that rTSMS increased 37 biological functions and decreased 7
functions. Within these candidates, the targets for improving
neurological recovery following SCI are mostly directed to
limit the diverse cellular, molecular, and biochemical changes
that self-destruct spinal cord tissue and impede neurological
recovery following SCI. To this end, we focused on 6 key
biological processes modulated after rTSMS which are direct-
ly related to these secondary injury events. We found 4 bio-
logical processes underwent upregulation upon stimulation:
(1) proliferation of neural cells, (2) axonogenesis, (3)
branching of neurons, and (4) growth of axons. Among these
4 families, we validated them in 2 aspects: (a) axonal regrowth
and neuronal branching; (b) neural cell proliferation.
Interestingly, proteomic analysis reveals that a high number
of myelin and microtubule proteins is upregulated in stimulat-
ed group such as MBP, MAPT, MOG, CNP, and Nefm.

It is known that myelination is regulated by many intrinsic
and extrinsic factors like neuronal activity [49, 50]. It can be
hypothesized that rTSMS have a cell extrinsic role via neuro-
nal activity such as promoting the maturation of oligodendro-
cyte precursor cells or their survival and enhances their
myelination potential [19, 51] which could be the cause un-
derlying our findings.

Proteomic analysis also reveals that rTSMS upregulates
proteins related to neural cell proliferation and cell migration
such as SYN1, NCDN, GAP43, PAFAHI1, and RHOG.
Likewise, we found two important biological functions down-
regulated after stimulation in accordance with previous
functions—apoptosis and neural cell death—with expression
of specific proteins including SOD1/2, PRDX, MAPK3,
Cdc42, and SNCA.

In order to validate our proteomic analysis results, we in-
vestigated the effect of rTSMS on neuronal survival, axonal
regeneration, and remyelination. Indeed, after injury, the axo-
nal skeleton disintegrates, and the axonal membrane breaks,
which leads to axonal degeneration and release of myelin
debris, one of the main causes of axonal regeneration inhibi-
tion [46, 52]. This accumulation of myelin debris in turn leads
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to the apoptosis of neurons and oligodendrocytes, and further
contributes to the failure of remyelination and regeneration
[53]. We report that rTSMS after SCI decreases the demyelin-
ation process and enhances neuronal survival objectified re-
spectively by the reduction of the MBP-negative area and by
the augmentation of the number of NeuN-positive cells. Then,
we performed BDA tract-tracing experiments to analyze axo-
nal regrowth/axon survival because tract-tracing is considered
the gold standard for studying new growth from axonal sys-
tems [54]. It appears that rTSMS treatment induces axonal
regrowth/axon survival into the lesion core compared to con-
trol (SCI) animals.

Since the tissue regeneration promoted by rTSMS is also
partly due to activation of neural cell proliferation, suggested
by the proteomics, we further investigate the effects of -rTSMS
on stem cell proliferation.

Ependymal cells, astrocytes, and OPC are highly prolifer-
ative after SCI and display different cellular responses [55,
56]. Each glial cell type has the ability to respond to electrical
activity directly or indirectly making them likely cellular ef-
fectors of rTSMS [20].

During adulthood, the spinal cord stem cell potential is
restricted to ependymal cells. Indeed, we and others previous-
ly showed that ependymal cells are the only neural stem cell
source in the spinal cord since early postnatal stage throughout
adulthood [12]. Moreover, ependymal cells can be activated
by SCI, by showing high proliferation, glial differentiation,
and massive migration to the injury site for scar formation,
as well as secretion of neurotrophic factors for neuronal sur-
vival [10, 11]. First, to investigate the effects of rTSMS on
ependymal cell reactivity after SCI, we took advantage of the
inducible hFoxJ1-CreERT::tdTomato mouse line, to specifi-
cally fate map ependymal cells. Our results show that rTSMS
after SCI can enhance proliferation of ependymal cells in vitro
and their reactivity in vivo compared to the control group. Ina
second time, we studied the effects of rTSMS on the progeny
of ependymal cells. To do so, we analyzed ependymal-derived
cells 15 days after SCI. Our data demonstrate that rTSMS
enhances differentiation of ependymal cells to oligodendro-
cyte and astrocyte lineages.

Our results are in line with the finding of a previous study
that assessed the effects of rTMS on neural stem cell and
progenitor cell (NS/PCs) proliferation and differentiation.
Indeed, Abbasnia et al. showed that rTMS increases the num-
ber and the size of the neurospheres obtained from adult
mouse subventricular zone [57].

Our findings have strengthened the theories from previous
studies that rTMS influences a wide variety of cells without
direct activations of neuronal firing [58] including glial cells
[20]. Indeed, Cullen et al. showed that rTMS increases the
number of newborn oligodendrocytes in the adult mouse cor-
tex and their survival and enhances myelination [51].
Moreover, several studies demonstrate that rTMS increase cell

differentiation and proliferation; Guo et al. indicate that the
application of 10-Hz rTMS significantly increases the prolif-
eration of adult neural stem cells (NSCs) in the subventricular
zone [52]. Menghu et al. showed that rTMS after intracerebral
hemorrhage in a mouse model enhances the proliferation and
neuronal differentiation of NSCs through the MAPK signal-
ing pathway [59]. It has been also shown that rTMS decreases
apoptosis; indeed, Gao et al., using a mouse model of transient
ischemia, report that rTMS reduces the number of caspase-3-
positive cells [18].

Finally, it is well described that rTMS influences neuronal
functions; in particular, it increases their neurotrophic factors
production and release. Several studies described that rTMS
enhances BDNF and VEGF expression [21, 60].

Lastly, we investigated whether rTSMS can be applied in a
more clinical-related context, when the treatment can only
begin 10 days after SCI. Indeed, in most of the cases, SCI is
due to traffic accidents; these patients could beneficiated of
the rTSMS-based treatment only when they are stabilized and
there is no longer any vital issue. Mainly, these patients stay
10—14 days in the intensive care unit after their accident; that
is why we have tested rTSMS during 14 consecutive days,
starting the treatment 10 days after SCI. In this paradigm, it
appears that rTSMS induced functional recovery and tissue
repair in adult mice. Moreover, the incidence of the SCI is
higher in two populations of patients, the teenagers and the
elderly [61]. We tested whether rTSMS can be potentially
applied on patients within these categories. Our results dem-
onstrate that rTSMS induce functional recovery and tissue
repair in both juvenile and aged mice. We note in accord with
the literature that aged mice have considerably less efficient
outcomes than juvenile mice probably due to age-related
physiological changes [62]. To further investigate the respec-
tive effects of SCI and rTSMS according to the age of mice,
we performed additional comparisons of the locomotor per-
formance between adult and juvenile mice and between adult
and aged mice (Supplement Fig IIT). These analyses compare
the data obtained 10 days after SCI (1 day before the begin-
ning of rTSMS treatment—control) and 25 and 40 days after
SCI (15 days and 30 days respectively after the beginning of
rTSMS treatment). Our results show that there is no main
difference 10 days after SCI (Control) between adult and ju-
venile mice (Supplement Fig IIIA-C), except for the total back
leg error time. More interestingly, it appears that there is no
difference 25 and 40 days after SCI between adult and juve-
nile mice (Supplement Fig IIIA-C). These results suggest that
SCI and also rTSMS have the same impact on locomotor
functions in adult and juvenile mice. In the same way, our
results show that there is no main difference 10 days after
SCI (control) between adult and aged mice (Supplement Fig
[ID-F), except for the total crossing time, suggesting that SCI
induces the same motor deficits in both adult and aged mice.
At the opposite, it appears that 25 and 40 days after SCI, the
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locomotor functions are much worse in aged mice in compar-
ison to adult ones (Supplement Fig IIID-F), indicating that
rTSMS induces better functional recovery in adult mice in
comparison to aged mice.

Mice models of rTSMS with different paradigms at differ-
ent ages play a crucial role in aiding the understanding of the
cellular and molecular mechanisms underlying rTSMS effects
after SCI. However, one of the main limitations to rodent
models of rTMS is the lack of rodent-specific TMS stimulator
coils [63]. In all study including ours, commercial human coils
which are large are used, inducing a lack of focality. In our
study, the area stimulated was 1.5 cm’, meaning that 3—4
vertebral segments have been stimulated. For a better transla-
tion to clinical, there is a need to develop a rodent-specific coil
that can deliver rTMS at high intensity while maintaining a
good degree of focality.

Various animal and SCI models have been employed to
understand the pathophysiology of SCI and to develop thera-
peutic strategies [64]. In our study, we used a complete tran-
section model due to the fact that it is highly reproducible and
allow to specifically study axonal regeneration and recovery
of locomotion [27]. However, to a clinical point of view, this
model is less relevant. Indeed, clinically, the most com-
mon form of injury is a contusion injury. Nevertheless,
the cellular responses which follow injury are similar
between contusion and transection [65]. Indeed, after
contusion, the scar is composed of a fibrotic scar asso-
ciated with hematogenous macrophages and of an
astroglial scar occupied by microglia [66]. Moreover, it
is described that after SCI, mice show some regenera-
tion and spontaneous recovery [67], in particular after
contusive injury. In our study, we performed a complete
transection; as shown in Supplement Fig III, there is no
tissue repair in control mice which induces physical
deterioration overtime in this group (Fig. 2).

Conclusion

Altogether, our findings report that rTSMS induces therapeu-
tic effects in juvenile, adult, and aged rodent models following
SCI by modulating the scar formation, increasing proliferation
and differentiation of spinal cord stem cells to glial cells, and
promoting remyelination, which lead to axonal regrowth, neu-
ronal survival, and locomotor recovery. Our result suggests
that rTSMS could be a promising therapy following SCI and
pave the way for preclinical translation.
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6.2 Préambule

En plus de mes travaux de These portants sur les effets de la rTSMS, j’ai pu travailler sur
plusieurs projets internes, au sein de notre laboratoire, et externes, en collaboration avec le

département de neurosciences du Karolinska Institutet, Stockholm, Suede.

Ces projets s’inscrivent dans le contexte des recherches fondamentales et cliniques de la moelle

spinale.

Premierement nous avons étudié la cartographie des cellules épendymaires au cours du
développement, ainsi que I’'implication du facteur de transcrption FoxJ1 dans les mécanismes
de gliogenese et dans le maintien du potentiel souche endogene de la moelle a la suite d’une
Iésion médullaire (Article 1). Nous nous sommes également intéressés a la physiopathologie
de cette 1ésion traumatique en explorant les mécanismes de fonctionnement des cellules gliales
olfactives (CGO) en tant que thérapie cellulaire (Article 2). Enfin, nous avons évalué les effets
de la transplantation des CGO sur les réponses cellulaires endogenes de la moelle spinale a la
suite de la 1ésion et en particulier sur la réactivité des cellules souches endogenes médullaires
(Article 3).
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6.3 Articlel

FoxJ1 regulates spinal cord development and is required for

the maintenance of spinal cord stem cell potential

Xiaofei Li, Elisa M. Floriddiaa, Konstantinos Toskas, Chaima Chalfouh, Axel Honore,

Anne Aumont, Nicolas Vallieres, Steve Lacroix, Karl J.L. Fernandes, Nicolas Guérout::,

Fanie Barnabé-Heider

Experimental Cell Research 2018 Jul 1;368(1) :84-100. doi : 10.1016/j.yexcr.2018.04.017.
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Ce projet de recherche s’intéresse au role du facteur de transcription FoxJ1 au cours du
développement de la moelle spinale ainsi que dans le maintien du potentiel souche des cellules
épendymaires apres lésion chez I’adulte. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le
département de neurosciences du Karolinska institutet, Stockholm, Suede, dans le cadre de la
These du Dr. Xiaofei Li. Forkhead box protein J1 (FoxJ1) est un facteur de transcription
souvent décrit comme le facteur principal impliqué dans la ciliogenese et le marqueur
spécifique de cellules multicilliées chez les mammiferes, telles que les cellules du plexus

choroide, les cellules de I’épithélium pulmonaire et les cellules épendymaires du SNC.

Plusieurs études ont montré I’implication du FoxJ1 dans la différenciation des cellules de la
glie radiaire en cellules épendymaires et en sous-populations astrocytaires au niveau cérébral
[59, 254].

En se basant sur ces études, nous avons émis 1’hypothese que le FoxJ1 ne soit pas uniquement
impliqué dans le processus de ciliogenese, mais qu’il joue probablement un role important
durant le développement, particulicrement lors de la neurogenese et de la gliogenese de la

moelle spinale.

Le premier objectif de cette étude, était de caractériser la distribution spatio-temporelle de
I’expression du FoxJ1 au niveau de la moelle spinale durant les différents stades de
développement. En premier lieu, et en tirant avantage de la lignée transgénique non inductible
hFoxJ1:EGFP et de la lignée inductible hFoxJ1-CreER™:YFP, des analyses
immunohistologiques ont été réalisées. L’ utilisation de ces deux modeles a permis de montrer,
que les cellules GFP* expriment le FoxJ1 ainsi que la présence de ce dernier des le stade

E10.5, avant méme 1’apparition des cellules épendymaires a E15.5.

Ensuite, la cartographie de la distribution de 1’expression de FoxJ1 selon 1’axe dorso-ventral
de la moelle durant le développement de E10.5 jusqu’a P10 a été établie et a démontré que
la distribution spatio-temporelle des cellules GFP* (exprimant le FoxJ1) est divisée en quatre

stades :

— De E10.5 a E14.5 : Expression du FoxJ1 au niveau de la substance grise et au niveau du

plancher (floor-plate)

— De E15.5 a E16.5 : Cette période correspond a la premiere apparition des cellules
épendymaires, 1’expression du FoxJ1 est retrouvée au niveau de la zone ventriculaire, au

niveau du plancher et au niveau de la corne ventrale latérale de la substance grise.
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— AEI17.5: A ce stade il peut étre remarqué une augmentation du nombre de cellules GFP*,

I’expression est alors au niveau du cordon dorsal de la substance blanche.

— Des la naissance et de P2 a P10 : A P2, nous pouvons remarquer une diminution
importante de ces cellules dans toutes les régions sauf au niveau du canal central. A P10,

I’expression du FoxJ1 est limitée uniquement aux cellules bordant le canal central.

Par la suite, nous avons identifié€ les progéniteurs exprimant le FoxJ1 durant le développement.
Pour ce faire, le méme modele hFoxJ1-creERT2::YFP a été utilisé in vivo. En se basant sur
les co-marquages de ces cellules GFP* et sur un panel de marqueurs spécifiques des différentes
cellules du tube neural, nous avons pu montrer que les cellules exprimant FoxJ1, a ce stade, sont
des sous types d’interneurones (V1 et V2) coexprimant les marqueurs GFP*, Pax2+ et chx10*
et ce, de E10.5 a E13.5 et des sous populations d’astrocytes dorsaux-latéraux (GFP*, sox9+ et
vimentine*). Le pic d’expression de ces dernieres se situe entre E15.5 et E17.5, coincidant avec

la gliogenese.

Afin de déterminer le réle du FoxJ1 durant le développement et apres la naissance, nous avons
utilisé une autre lignée transgénique FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato. Cette lignée Knock-in
provoque une délétion du gene FoxJ1, tout en conservant I’insertion d’un rapporteur TdTomato
au niveau du locus Rosa26. Cette lignée a permis I'utilisation du promoteur endogene du
FoxJ1 comme initiateur de la transcription de CreER™. D’apres les analyses faites sur ces
souris FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato, hétérozygotes, homozygotes et sauvages, nous avons pu
constater une restriction de 1’expression du FoxJ1 uniquement au niveau du canal central et
dans le plancher a E17.5, ainsi qu’une diminution du nombre de cellules recombinées cinq fois
inférieur au nombre de celles recombinées dans les autres modeles, de méme pour leur taux de

prolifération.

Le deuxieme objectif consistait a évaluer 1’effet de I’altération de I’expression du FoxJ1 sur le
potentiel souche endogene de la moelle spinale, saine et 1ésée, dans deux de ces modeles de
souris ; FoxJ1-KI-CreER™? hétérozygotes et FoxJ1-CreERT2::YFP, et ce a deux ages différents;
P10 et adulte. En premier lieu, nous avons mené des études in vitro basées sur des cultures de
neurospheres. Ces études ont permis de démontrer que, chez les souris FoxJ1-KI-CreER™?, le
nombre de neurospheres obtenues est significativement inférieur a celui obtenu chez des souris
FoxJ1-CreERT2:YFP et chez des souris WT. De plus, ces études in vitro ont montré que le taux
de recombinaison des neurospheres est nettement inférieur chez les souris FoxJ1-KI-CreERT?

en comparaison a celui observé chez les souris FoxJ1-CreER™:YFP. Nous pouvons ainsi en
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déduire que I’expression du FoxJ1 est indispensable au maintien du potentiel
d’auto-renouvellement des cellules souches endogenes de la moelle spinale dans les conditions

physiologiques et pathologiques in vitro.

Concernant la différenciation des premieres neurospheres, in vitro, nous avons remarqué une
différence de proportions quant aux types de cellules générées. En effet, plus de neurones et
moins d’oligodendrocytes et d’astrocytes ont été obtenus a partir des neurospheres issues des
souris FoxJ1-KI-CreER™ en comparaison a la différenciation des neurosphéres obtenues a
partir des souris FoxJ1-CreER™:YFP ou WT. Nous avons pu en conclure alors que
I’expression du FoxJ1 influence la détermination des voies de différenciation empruntées par
les cellules souches de la moelle spinale. Enfin, nous nous sommes intéressés, dans un cadre
1ésionnel, a I’effet de I’absence d’expression du FoxJ1 sur la capacité migratoire des cellules
souches du canal central vers le site de la 1ésion, deux semaines apres LMT. Nous avons ainsi
pu observer une diminution significative in vivo du nombre de cellules recombinées migrant

vers le site de la 1ésion chez les souris FoxJ1-KI-CreER™2,

En conclusion, ce projet nous a confirmé que I’expression du FoxJ1 précede 1’apparition des
cellules épendymaires durant le développement, son expression transitoire étant tres
importante au cours de la neurogenése et de la gliogengse dans la moelle spinale. Egalement,
cette expression est indispensable pour la prolifération, la migration et le maintien du potentiel
souche des cellules souches endogenes de la moelle spinale dans les conditions physiologiques
et pathologiques. Cette étude souligne donc I’intérét de ce facteur de transcription comme une

cible thérapeutique intéressante a explorer.

Ce travail a fait ’objet d’une publication « FoxJ1 regulates spinal cord development and is
required for the maintenance of spinal cord stem cell potential » dans le journal Experimental

Cell Research dans laquelle je suis middle auteure.
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Development of the spinal cord requires dynamic and tightly controlled expression of numerous transcription
factors. Forkhead Box protein J1 (FoxJ1) is a transcription factor involved in ciliogenesis and is specifically
expressed in ependymal cells (ECs) in the adult central nervous system. However, using FoxJ1 fate-mapping
mouse lines, we observed that FoxJ1 is also transiently expressed by the progenitors of other neural subtypes
during development. Moreover, using a knock-in mouse line, we discovered that FoxJ1 is essential for embryonic
progenitors to follow a normal developmental trajectory. FoxJ1 loss perturbed embryonic progenitor pro-

liferation and cell fate determination, and resulted in formation of adult ECs having impaired stem cell potential
and an inability to respond to spinal cord injury in both male and female animals. Thus, our study uncovers
unexpected developmental functions of FoxJ1 in cell fate determination of subsets of neural cells and suggests
that FoxJ1 is critical for maintaining the stem cell potential of ECs into adulthood.

1. Introduction

The spinal cord comprises the caudal region of the central nervous
system (CNS) and is responsible for conveying motor and sensory in-
formation between the brain and the periphery, as well as for elabor-
ating reflexes. During development, spinal cord progenitor cells sur-
rounding the ventricular zone, the nascent central canal, are subjected
to their cell fate determination mainly by gradients of dorsal and ven-
tral morphogens, such as BMPs, Wnt, and Shh [5]. The diffusion of
these different morphogens activates or represses a number of tran-
scription factor families, giving rise to spatially segregated progenitor
domains along the dorsal-ventral axis, marked by sets of transcription
factors including Olig2, Pax2, Chox10, among others [10]. These pro-
genitor domains will later produce waves of distinct subtypes of neu-
rons and glial cells [11,31], which migrate from their homeodomains of

origin to their final locations in the spinal cord and engage in distinct
circuits [1,14,2,28,38,9]. We have a good understanding of neurogen-
esis and the type of neurons that originate from each ventricular do-
main during development, on the other hand our understanding of the
complex developmental origin of glial cells (astrocytes, oligoden-
drocytes, and ependymal cells), their fate specification, and consequent
heterogeneity is more limited [12,18,41,8]. Several subtypes of astro-
cytes are generated in a similar spatial manner around the ventricular
zone, and migrate horizontally into the lateral regions [15], however
gliogenesis in the dorsal spinal cord has not been studied in detail yet
[12]. Ependymal cells appear around the ventricular zone at E15.5 in
mice. Their differentiation is dependent on Shh signaling pathway and
the expression of the transcription factor FoxJ1 [20,38]. In contrast to
newly born astrocytes, ependymal cells that appear around E15.5 do
not migrate away from the central canal, as they are involved in the
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production and regulation of cerebrospinal fluid, remaining pro-
liferative and continuously expressing FoxJ1 during embryonic devel-
opment and throughout adulthood [20,23]. The heterogeneity of pro-
genitor subtypes during development is reflected in the neural cell type
variety generated and present later on in adulthood [19,36,40,4].

Ependymal cells can easily be identified by FoxJ1 expression, a
transcription factor classically involved in ciliogenesis and expressed by
diverse multi-ciliated cells, including cells in the choroid plexus, lung
epithelium, oviduct and testis [13,25,35,39,7]. Therefore, in the CNS,
FoxJ1 is mostly considered a specific marker for ependymal cells.
However, FoxJ1 is also expressed by subsets of progenitor cells. Indeed,
some radial glial cells along the brain ventricles express it as well and
its expression is required for proper differentiation into ependymal cells
and a subset of astrocytes [17]. A subset of progenitors also require
FoxJ1 expression during the embryonic-to-postnatal transition in ol-
factory bulb neurogenesis [16]. These studies suggest that FoxJ1 is
important not only in ciliogenesis, but also in cell fate specification of
certain progenitor subtypes during development. However, its role
during neurogenesis and gliogenesis in the developing spinal cord is
still unknown.

Here, using three transgenic models, we report that FoxJ1 is tran-
siently expressed not only by ependymal cells but also by earlier pro-
genitors of other neural cell types during spinal cord development, in-
cluding the progenitors of subsets of V1 and V2 interneurons and by
progenitors of astrocytes of unknown origin. We also observed that
FoxJ1 is involved in the regulation of progenitor cell proliferation
during development, and maintenance of the ependymal cells stem cell
potential from development to adulthood. In addition, we investigated
the role of FoxJ1 in adult ependymal cells activated by spinal cord
injury and found that FoxJ1 is required for their migration towards the
lesion site. In summary, we propose that FoxJ1 has novel roles in the
developing and adult spinal cord, beyond ciliogenesis, paving the way
for further studies on its roles in spinal cord development and repair
following SCI.

2. Materials and methods
2.1. Mice

All experiments were conducted in accordance with the guidelines
of the Swedish Board of Agriculture (ethical permit N329/11, N217/
14) and were approved by the Karolinska Institutet Animal Care
Committee.

We used three mice lines in this study, including randomized
grouped male and females (Fig. 2). 1) Non-inducible FOXJ1::EGFP [27]
(where the human FoxJ1 promoter driving EGFP expression were used
for tissue collection at E10.5-E17.5 and PO-P10. 2) Tamoxifen-inducible
FOXJ1-CreER™ transgenic mice were crossed with Rosa26-YFP mice
[23,27]. 3) FoxJ1-KI-CreER™%: Tomato mouse line for the study of FoxJ1
gene deletion effects, which was generated by crossing a knock-in
mouse line with FoxJ1 deletion [26] with ROSA26-CAG-tdTomato re-
porter mice (The Jackson Laboratory stock #007908) for lineage tra-
cing. The mouse lines were bred with C57B16/J so that the same genetic
background allowed us to safely compare the different conditions. For
tamoxifen-induced recombination in line 2 and 3, we injected the dams
intraperitoneally with 60 mg/kg of body weight or gavaged mice
50 mg/kg daily for 2 days or 5 days in embryonic and postnatal stage,
respectively. These animals were sacrificed one day after the last ta-
moxifen administration, as indicated on the Figures.

2.2. Tissue preparation and sectioning

At the end of the survival period, the adult animals (P60-P120) were
deeply anesthetized with sodium pentobarbital (150 mg/kg body
weight) and perfused transcardially with 0.1 M PBS, pH 7.4%, and 4%
PFA in PBS, pH 7.4. Spinal cords from embryonic or early postnatal
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stages were dissected quickly on ice cold PBS after dams were sacri-
ficed. Pups (P0-P10) were sacrificed by cervical dislocation and spinal
cords were dissected on ice cold PBS. Dissected spinal cords were fur-
ther post-fixed in 4% PFA in PBS at 4 °C overnight and cryoprotected in
30% sucrose for at least 48h. After embedding in Tissue-Tek OCT
compound, the spinal cords were cut to 16 pm-thick sagittal or coronal
sections using a cryostat. Sections were collected 1:12 accordingly to
stereological principles and stored at — 20 °C until further use.

2.3. Tissue processing

For experiments involving in situ hybridization (ISH), time-pregnant
dams at embryonic day 11.5, 13.5 and 15.5 were overdosed with a
mixture of ketamine and xylazine and transcardially perfused with a
0.9% saline solution followed by 4% paraformaldehyde (PFA), in borax
buffer, pH 9.5. Embryos were collected, post-fixed for 2 days in PFA,
and then placed in a 4% PFA-borax/10% sucrose solution until tissue
processing. For neonatal mice, pups were killed by decapitation under
ice anesthesia at post-natal day 10 (P10). Brains and spinal cords were
dissected out and placed in fixative for 2 days, followed by transfer in a
4% PFA-borax/10% sucrose solution.

Frozen brains were mounted on a microtome and cut into 30-um
coronal sections from the olfactory bulb to the end of the medulla.
Tissue sections were collected in a cold cryoprotectant solution and
stored at — 20 °C. All solutions were treated with diethylpyrocarbonate
(DEPC) and sterilized to prevent RNA degradation. Spinal cords were
embedded in OCT compound and then cut in 7 series of 14-um-thick
coronal sections using a cryostat (model CM3050S; Leica Biosystems).
All spinal cord sections were collected directly onto X-tra Slides having
a permanent positive charged surface (Leica Biosystems) and stored at
— 20 °C until use.

2.4. Surgical procedure and postoperative care

Dorsal funiculus transection was performed to mice at T10 level in
the spinal cord. The surgical procedure and postoperative care was
previously described in detail [20]. Briefly, the skin was incised at
thoracic level and laminectomy performed to expose the spinal cord at
T9-10 level. The spinal cord was transected with a micro knife (Fine
Scientific Tools) in order to damage the dorsal finiculi. The central
canal is left untouched by the procedure. The mice were checked daily
for signs of distress and to monitor the physiological recovery of
functions after injury.

2.5. Tissue preparation and sectioning

At the end of the survival period, the animals were deeply an-
esthetized with sodium pentobarbital (APL) (150 mg/kg body weight)
and perfused transcardially with 0.1 M PBS, pH 7.4%, and 4% PFA in
PBS, pH 7.4 (Life Technologies). Dissected spinal cords were further
postfixed in 4% PFA in PBS at 4 °C overnight and cryoprotected in 30%
sucrose (Life Technologies) for at least 48 h. After embedding in Tissue-
Tek OCT compound (Sakura), the spinal cords were cut sagittally or
coronally to 16-20 pm thickness. Sections were collected 1:10 accord-
ingly to stereological principles and stored at — 80 °C until further use.

2.6. Immunohistochemistry

Spinal cord sections were blocked with 10% normal donkey serum,
0.3% Triton X-100 in PBS for 1h at room temperature. Primary and
secondary antibodies were diluted in 2% BSA, 0.2% Triton X-100 in
PBS. Primary antibodies were incubated at room temperature (RT)
overnight and secondary antibodies were incubated for 1h at RT.
AlexaFluor conjugated secondary antibodies (Invitrogen) were used.
Counterstaining was performed with DAPI (1:10,000) in PBS and sec-
tions were coverslipped with Vectashield mounting media. Full details
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Table 1
Antibody table. Details of sources and dilutions of antibodies used for histo/
immunochemistry in this study.

Antibody Species Dilution Company (Catalog number)

GFP Chicken 1:500 Aves (GFP-1020)

FoxJ1 Goat 1:200 R&D Systems (AF3619)

EVX1 Guinea pig ~ 1:200 Gift from Dr. Alessandra

Pierani

Pax2 Rabbit 1:300 Life technologies (71-6000)

Chx10 Sheep 1:300 Millipore (AB9016)

Vimentin Chicken 1:1000 Millipore (AB5733)

Reelin Mouse 1:200 Millipore (MAB5364)

Sox9 Goat 1:500 R&D Systems (AF3075)

Ki-67 Rabbit 1:500 ThermoScientific (RM-9106)

GFAP Rabbit 1:500 Millipore (AB5804)

Sox10 Goat 1:500 R&D Systems (AF2864)

NG2 Rabbit 1:500 Millipore (AB5320)

CNPase Mouse 1:200 Millipore (MAB326R)

Tujl Mouse 1:500 Covance (MMS435P)

DAPI 1:10000  Sigma (D9542)

Anti-rabbit cy3 Donkey 1:500 Jackson Immuno Research
secondary antibody (711-166-152)

Anti-mouse cy3 Donkey 1:500 Jackson Immuno Research
secondary antibody (715-165-140)

Anti-chicken Alexa 488  Donkey 1:500 Jackson Immuno Research

secondary antibody (703-545-155)

of the primary antibodies used are reported in Table 1.
2.7. Neural stem cell cultures

2.7.1. Culture

Animals were sacrificed for control culture or one week after SCI.
Spinal cord cells were dissociated and neurosphere cultures were es-
tablished as described before [20,23]. After counting, cells isolated
from one spinal cord were plated in T25 flasks. Primary neurospheres
were harvested after 12 days in culture then were dissociated into
single cells for passage or differentiation. Approximately 100,000 cells
per animal were plated in T25 flasks for the next generation of neuro-
spheres, and all the new neurospheres (second and third generation)
were harvested after one week in culture. Dissociated primary neuro-
spheres, approximately 70,000 cells/well, were plated in poly-L-lysine-
coated chamber slides (Sigma) for differentiation with growth factor-
free medium supplemented with 1% fetal bovine serum.

2.7.2. Immunocytochemistry

In order to assess the recombination rate after 12 days in vitro, ap-
proximately 100-200 recombined primary neurospheres were plated in
poly-i-lysine-coated chamber slides for one day, followed by fixation
with 4% PFA (20 min at room temperature) and immunocytochemistry
for quantification of recombined neurospheres with either an anti-GFP
or anti-TdTomato antibody. For differentiation assay, after 10 days in
growth factor-free differentiation condition, immunocytochemistry was
performed as described above. Full details of the primary antibodies
used are reported in Table 1.

2.7.3. Cell culture analysis

For the neurosphere proliferation assay, neurospheres were sampled
from one culture dish in quadruplicate (250 ml per time) and the
numbers of neurospheres were counted. The total number of neuro-
spheres was calculated per total volume of media (30-35 ml per dish).
For the neurosphere differentiation assay, we performed im-
munocytochemistry and quantified the marker expression by counting
at least 6 fields of views selected in a randomized fashion (20 X mag-
nification) per well under fluorescence microscope. At least two wells
for one marker per animal and condition were used for quantification of
a minimum of 3 animals per group. The total number of cells was ob-
tained counting DAPI " nuclei stained.

86

Experimental Cell Research 368 (2018) 84-100

2.8. Image acquisition and tissue analysis

Confocal representative images of the spinal cords were acquired
using the Zeiss LMS700 microscope set up (Zeiss). Quantification of the
number of cells were performed using the Zeiss Apotome2 microscope
set up (Zeiss). For the quantification, the regions along the rostral-
caudal axis (cervical, thoracic and lumbar segments) were analyzed
separately. In the same fashion, we quantified the grey matter, central
canal, lateral white matter, dorsal white matter and floor plate. The
tissue quantification was performed on at least 3 sections per segment
and area. For each experimental group and marker, 3-9 animals were
analyzed.

2.9. Experimental design and statistical analysis

We performed Student's T-test for comparing two groups and
Student's T-test with Bonferroni's correction for more than two groups’
comparisons by statistical analysis software Prism version 6.0.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. For each experimental group
and marker staining, 3-9 animals were analyzed.

3. Results

3.1. Spatiotemporal distribution of FoxJ1 lineage cells in the developing
spinal cord

FoxJ1 transcription factor is specifically expressed in cells with
motile cilia, including ependymal cells, which first appear at E15.5 in
the developing spinal cord [20,23,3]. Surprisingly, we performed im-
munostaining for FoxJ1 protein, and found that E13 progenitor cells
surrounding the ventricular zone express detectable levels of FoxJ1,
several days prior to the appearance of the first ependymal cells at E15
[20]. These early FoxJ1 + cells included neuronal progenitors, as they
are Nkx6.1 positive (Fig. 1B).

To examine the progeny of the unexpected FoxJ1+ progenitors
during development, we first used FOXJ1::EGFP transgenic mice
(Fig. 2A), in which the human FoxJ1 promoter drives expression of
enhanced green fluorescence protein that can be used as a short-term
lineage tracing tool due to the relatively longer half-life of EGFP than
FoxJ1 [27]. We confirmed that the progenitors expressing EGFP + from
the human FoxJ1 promoter do indeed express FoxJ1 protein (Fig. 1C-F).
Subsets of EGFP + FoxJ1 lineage cells were observed in the grey matter
and floor plate during early development (E10.5-E14.5) and were found
in the ventricular zone, floor plate, and ventral-lateral grey matter
between E15.5 and E16.5, when ependymal cells first originate in the
spinal cord [20]. EGFP™ cells reached their highest number during late
gestation (E17.5), when they also appeared in the dorsal white matter.
Early postnatally (P2), the number of EGFP™* cells decreased dramati-
cally in all regions except for the central canal, which is then sur-
rounded by mature ependymal cells. By P10, EGFP expression was
strictly limited to central canal ependymal cells (Fig. 3A). Quantifica-
tion of EGFP+ cells confirmed these observations (Fig. 3 B-E), and
further revealed heterogeneity in the distribution of FoxJ1 lineage cells
along the rostral-caudal axis of the spinal cord (cervical, thoracic and
lumbar regions) (Fig. 3B-E). We summarize the spatiotemporal dis-
tribution of EGFP+ cells in the developing spinal cord of the FOX-
J1::EGFP mice in the schematic (Fig. 3F).

3.1.1. FoxJ1+ progenitors give rise to a subset of V1 and V2 interneurons
during neurogenesis in the spinal cord

We next identified and quantified the cell types showing FoxJ1
promoter activity by immunofluorescence. During early development
(E10.5-E13.5), EGFP signal was detected in interneurons expressing the
pan-interneuron marker PAX2 (Fig. 4A-C). Interneurons express sub-
type-specific markers in the medial-lateral homeodomains at the ven-
tricle of the spinal cord during early development [1]. In FOXJ1::EGFP
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Fig. 1. Endogenous FoxJ1 is expressed by neural progenitor cells during development. A) Representative confocal images of coronal sections of the developing
spinal cord from WT mice at the indicated embryonic and postnatal developmental stages. Endogenous FoxJ1 is observed by IHC beginning at E13 around the
ventricular zone and gradually restricted to the central canal during development. Dashed lines indicate the ventricular zone/central canal, coupled with the Vmt +
cells in the circled area. B) Representative confocal images of coronal sections of E13 spinal cord from WT mice. All endogenous FoxJ1 expressing cells are co-labeled
with interneuron progenitor marker Nkx6.1 during spinal cord neurogenesis. C-D) Representative confocal images of coronal sections of E17 spinal cord from the
FOXJ1::EGFP (C) and FOXJ1-CreER"2-YFP mice (D). E-F) All human FoxJ1 promoter active cells around the ventricular zone are positive for endogenous FoxJ1
staining. Scale bars: 25 um. E = Embryonic day after coitum. GFP indicates GFP staining for either EGFP+ cell or YFP+ cells in FOXJ1::EGFP (C) and FOXJ1-

CreER"%-YFP mice respectively.

mice, we found that EGFP was absent from VO interneurons (EVX1 +),
present in a limited number of V2 interneurons (Chx10+) (Fig. 4D-F),
and absent from the Olig2-expressing motor neuron (pMN) domain
(Fig. 4G). EGFP + interneurons are already post-mitotic at E10.5 and in
our experimental paradigm we observed that they did not express the
proliferation marker Ki67 (Fig. 4H). Thus, we conclude that most pro-
geny of FoxJ1 + progenitors are V1 interneurons and a small subset are
V2 interneurons.

3.1.2. FoxJ1+ progenitors give rise to subpopulations of dorsal and lateral
astrocytes but not to oligodendrocytes during gliogenesis in the developing
spinal cord

We further characterized the EGFP* cells in the dorsal and lateral
areas of the spinal cord (Fig. 5A). Immunostaining showed that subsets
of lateral and dorsal EGFP + cells expressed astrocyte progenitor mar-
kers such as Vimentin, Sox9 and GFAP, (Fig. 5B-E, N-Q, R, U), sug-
gesting that they are derived from FoxJ1+ progenitors during the peak
of the gliogenesis period (E15.5-E17.5). There is little knowledge about
the developmental origin of spinal cord astrocytes, but previous studies
have shown that astrocytes derived from lateral ventricular zone pro-
genitors migrate horizontally towards the lateral white matter [15]. In
agreement, we found a similar pattern of localization of EGFP+ as-
trocytes in the lateral white matter. As early as E13.5, a small subset
(around 20%) of EGFP + lateral astrocytes expressed Reelin and Pax6,
and this co-expression increased later on (reaching around 40%) (Fig. 5
F-G, J-K, R-S).

Interestingly, we found that another subset of EGFP+ astrocytes

A

Non-inducible Hum FOXJ1
FOXJ1::EGFP Promoter

B

Inducible
FOXJ1-CreER™-YFP

Hum FOXJ1
Promoter X

migrates from the dorsal apical domain of the ventricular zone to the
dorsal funiculi of the spinal cord. EGFP + lateral astrocytes appear at
E13.5, while the EGFP + dorsal astrocytes appear at E15.5. The dorsal
population is smaller than the lateral astrocyte population (Fig. 5H-I, L-
M, T-U). EGFP+ astrocytes were no longer detectable postnatally
(Fig. 55-T). EGFP + cells did not co-stain with oligodendrocyte lineage
markers such as Olig2 and Sox10 at late developmental stages E17.5
(Fig. 5V-Y). Together, our observations indicate that FoxJ1 is expressed
in progenitors that later give rise to astrocytes, suggesting a potential
role in the development and/or migration of specific astrocyte popu-
lations during embryogenesis.

3.1.3. FoxJ1+ progenitors give rise to ependymal cells and floor plate
progenitors

EGFP + cells were observed surrounding the central canal and in the
floor plate. Consistent with our previous study [20], we found that the
first EGFP+ ependymal cells appeared at E15.5 and highly expressed
Vimentin and Sox9. The co-expression of these markers with GFP in-
creased during development and reached almost 100% postnatally
around the central canal (Fig. 6B,C,F,G). On the other hand, EGFP + at
the floor plate cells displayed a high expression of progenitor markers,
such as Vimentin, and an oscillating Sox9 expression pattern
(Fig. 6D,E,H,I). Interestingly, FoxJ1 lineage cells showed differing le-
vels of proliferation in these regions of the developing spinal cord
(Fig. 6J-M).

Together, our data indicate that the FoxJ1 + progenitors give rise to
multiple neural cell types during the neurogenic and gliogenic periods

Fig. 2. Schematic summary of transgenic lines used in
this study. Schematic illustration of the three different
transgenic mouse models used, including A) non-inducible
FOXJ1::EGFP [27] for short-time lineage tracing, B) ta-
moxifen-inducible FOXJ1-CreER™-YFP [23] for long-term
lineage tracing and C) FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato mice.
In the latter model (C), the CreER sequence is knocked into
the FoxJ1 locus resulting in loss of expression of the in-
terrupted FoxJ1 gene (knock in -KI) [26].

Promoter

FoxJ1-KI-CreER™-Tomato

Promoter
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Fig. 3. Spatiotemporal distribution of FoxJ1 lineage cells in the developing spinal cord. A) Representative confocal images of coronal sections of the devel-
oping spinal cord from the FOXJ1::EGFP mice at the indicated embryonic and postnatal developmental stages. B-E) Quantification of GFP ™" cells at E10.5 (B), E13.5
(C), E17.5 (D), and P2 (E) by region of interest. F) Summary schematic of the spatio-temporal distribution of GFP™* cells in the embryonic and postnatal developing
spinal cord. GFP indicates GFP staining for either EGFP + cell or YFP+ cells in FOXJ1::EGFP (C) and FOXJ1-CreER"™-YFP mice respectively. Dashed lines indicate the
outline of the spinal cords. Scale bars: 50 um. Quantifications are reported as percentage and ratio between the analyzed regions. Quantification are reported as
average + SEM. N = 3-4 animals per developmental stage. E = Embryonic day after coitum; P = Postnatal day after birth; FP = Floor Plate; GM = Grey Matter;
V = Ventricle; DWM = Dorsal White Matter; LWM = Lateral White Matter; CC = Central Canal; C = Cervical spinal cord; T = Thoracic spinal cord; L. = Lumbar

spinal cord.

of spinal cord development (summarized in Fig. 11), representing a
potentially useful marker and tool for further study of the develop-
mental origin and function of these cell types.

3.2. FoxlJ1 is involved in progenitor proliferation in the developing spinal
cord

To shed light on the functional roles of FoxJ1 during spinal cord
development, we took advantage of two additional mouse lines. First,
FOXJ1-CreER™-YFP transgenic mice, in which the same human FOXJ1
promoter is used to drive expression of CreER™ in these mice, both
alleles of the endogenous mouse FoxJ1 gene are intact. Second, FoxJ1
knock-in (KI) mice, in which an exon of the endogenous mouse FoxJ1
gene has been replaced by CreER™?, effectively knocking out the FoxJ1
allele (FoxJ1-KI-CreER™, Fig. 2C); upon crossing these FoxJ1-KI-
CreER™ mice with a floxed reporter strain (in this case, ROSA26-CAG-
TdTomato reporter mice), the fate of cells in which at least one of the
FoxJ1 alleles has been knocked out can be mapped [26]. Notably, im-
munostaining for the FoxJ1 protein showed that 100% of reporter-ex-
pressing ventricular zone/ central canal cells in all three mouse lines

expressed FoxJ1, indicating that the human FOXJ1 promoter is not
ectopically expressed in this area (Fig. 1C-D, Fig. 7B).

Tamoxifen was administered to pregnant FoxJ1-KI-CreER™-
TdTomato mice at either E10.5, E11.5, E13.5 or E15.5 for two days, and
the embryos analyzed one day later. Immunostaining for endogenous
FoxJ1 protein revealed that endogenous FoxJ1+ cells decreased dra-
matically in both the FoxJ1 + /- and FoxJ1-/- offspring (Fig. 7B-E), in-
dicating that FoxJ1 protein levels are not compensated in FoxJ1 + /-
cells by the remaining allele. Importantly, we observed that the dis-
tribution of the TdTomato + FoxJ1 lineage cells was markedly altered,
with recombined cells found only surrounding the central canal and
floor plate, but not within the parenchyma (Fig. 7F-I). In contrast, when
this experiment was repeated using the FOXJ1-CreER™ transgenic
mouse line crossed with YFP reporter mice (FOXJ1- CreER™2-YFP mice),
in which both of the foxj1 alleles are intact, we found that tamoxifen-
induced recombination closely mirrored what had been seen in FOX-
J1::EGFP mice (Fig. 7F-G). Since the genetic background and the ta-
moxifen treatments are identical between the FoxJ1-KI-CreER™2-TdTo-
mato and the FOXJ1-CreER">-YFP mouse lines used in this study, the
more than five-fold difference observed in the number of recombined
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E10.5

cells around the developing central canal appears to be due to differ-
ences in the behavior of the recombined cells (Fig. 7G-H, I).
Comparison of Ki67 expression in FOXJ1-CreER">-YFP (i.e.,
FoxJ1/*) and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato (ie, FoxJ1*/ and
FoxJ17") mice further showed a significantly reduced proliferation of
reporter + cells in mice deficient in FoxJ1 expression. Analysis of Ki67
expression during the neurogenic E13.5 period showed that the ratio of
FoxJ1 lineage cells with proliferation capacity is significantly lower in
both FoxJ1*/ and FoxJ1”~ embryos. However, by the mid-late em-
bryonic gliogenic period, FoxJ1 lineage cells no longer showed a sig-
nificant difference in proliferation between groups (Fig. 7M), sug-
gesting that FoxJ1 is more implicated in proliferation of the earlier
progenitor population. Thus, consistent with a previous study showing
the involvement of FoxJ1 in progenitor proliferation and differentiation
in the developing brain [16,17], we suggest that FoxJ1 is required for
the proliferation and subsequent migration of at least a portion of
FoxJ1 + progenitors during spinal cord development (Figs. 11-12).

GFP'Pax2"/GFP" cells [%]

GFP'Chx10"/GFP” cells[%)]
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Fig. 4. Subtypes of interneurons are derived
from FoxJ1+ progenitors in the developing
spinal cord during the neurogenesis period.
A) Schematics of the embryonic developing
spinal cord at the indicated stages. Red squares
highlight the analyzed regions of interest. B, D,
F-H) Representative confocal images of coronal
sections of the developing spinal cord from the
FOXJ1::EGFP mice immunostained for PAX2
(B), Chx10 (D), EVX1 (F), Olig2 (G) or Ki67 (H)
at the indicated embryonic developmental
stages. Scale bars: 25 um. C, E) Quantification
of double positive GFP™ cells in the analyzed
regions of the spinal cord at the developmental
stages indicated in the graphs. Quantifications

El25

- are expressed as average + SEM. N = 3 ani-
80 mals per analyzed time point and per marker
— staining. GFP indicates GFP staining for either
60+ EGFP +cell or YFP + cells in FOXJ1::EGFP (C)
2] and FOXJ1-CreER"-YFP mice respectively.
204
’SfP \@‘.‘J (\‘?
< < L2
100+
80+
60+
404
204
ol
& O
<

3.3. FoxlJ1 is required for maintaining the progenitor properties of spinal
cord progenitors

It has been shown that FoxJ1 is required for ependymal cell dif-
ferentiation in the developing brain [16,17]. To further characterize the
role of FoxJ1 during cell fate specification in the developing spinal
cord, we quantified the ratio of various markers expressed by reporter-
positive cells in both FOXJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-KI-CreER™-
TdTomato mice. This revealed that FoxJ1 deletion was associated with
a statistically significant (more than three-fold) reduction in reporter-
positive cells expressing the progenitor markers Sox9 and Vimentin
around the central canal (Fig. 8 A-C, F-G). These FoxJ1-KI-CreER"2-
TdTomato cells showed a significant upregulation of the pan-inter-
neuron marker Pax2 (Fig. 8 D and H), but did not express astrocytic or
oligodendrocytic markers (Fig. 8J-L). Interestingly, despite upregu-
lating Pax2, these cells did not co-express other neuronal marker such
as Chx 10 (Fig. 8I) or the mature neuronal marker NeuN (Fig. 8E).
These results suggest that the deletion of FoxJ1 (one or both alleles) in
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progenitor cells leads these cells to prematurely exit from their pro-

liferating phase, increases their neurogenic lineage specification, but is

not sufficient to allow them to mature or terminally differentiate.
Since previous studies indicate that at least a subpopulation of
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Fig. 5. FoxJ1 lineage cells contribute to
heterogeneous populations of astrocytes
during gliogenesis in the developing spinal
cord. A) Schematics of the embryonic and
postnatal developing spinal cord at the in-
dicated stages. Red squares highlight the ana-
lyzed regions of interest. B-Q) Representative
confocal images of coronal sections of the de-
veloping spinal cord from the FOXJ1::EGFP
mice immunostained for Vimentin (B, D),
GFAP (C, E), reelin (F-I), Pax6 (J-M) or Sox9
(N-Q) at the indicated embryonic and post-
natal developmental stages. Scale bar: 25 um.
R-U) Quantification of double positive GFP*
cells in the regions of interested of the spinal
cord at the developmental stages indicated in
the graphs, including Vimentin, reelin, Pax6 or
Sox9. GFP indicates GFP staining for either
EGFP + cell or YFP + cells in FOXJ1::EGFP (C)
and FOXJ1-CreER™-YFP mice respectively. V-
Y) Representative confocal images of coronal
sections of the developing spinal cord from the
FOXJ1::EGFP mice immunostained for Olig2
(V, X) and Sox10 (W, Y) in the lateral and
dorsal area at E17. Quantifications are ex-
pressed as average + SEM. N = 3 animals per
analyzed time point and marker staining.
DA = Dorsal Astrocytes; LA = Lateral
Astrocytes; Vmt = Vimentin.

spinal cord ependymal cells retain stem/progenitor properties during
adulthood ([23]; Barnabe-Heider et al. [3]; [20]), we further studied
whether FoxJ1 gene deletion impacts these properties. Neurospheres
are self-renewing and multipotent colonies that illustrate the presence
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Fig. 6. Ependymal and floor plate cells but not oligodendrocytes are derived from FoxJ1 progenitors and have varying proliferation levels in the de-
veloping spinal cord. A) Schematics of the embryonic developing spinal cord at the indicated stages. Red squares highlight the analyzed regions of interest. B-E)
Representative confocal images of coronal sections of the developing spinal cord from the FOXJ1::EGFP mice immunostained for Vimentin (B, D), or Sox9 (C, E) at
the indicated embryonic stages. Scale bars: 25 um. F-I) Quantification of double positive GFP ™ cells in the regions of interest at the developmental stages indicated in
the graphs. J-L) Representative confocal images of coronal sections of the developing spinal cord from the FOXJ1::EGFP mice immunostained for Ki67 in central
canal, dorsal funiculus white matter and lateral white matter respectively. Scale bars: 25 um. M) Quantification of proliferating GFP™* cells in different regions the
spinal cord at the developmental stages indicated in the graphs. GFP indicates GFP staining for either EGFP + cell or YFP+ cells in FOXJ1::EGFP (C) and FOXJ1-
CreER"™-YFP mice respectively. Quantifications are expressed as average + SEM. N = 3-4 animals per analyzed time point and immunostaining. E = Embryonic day;

P = Postnatal day after birth; EC = Ependymal cells; FP = Floor Plate.

of cells having stem/progenitor potential, and by P10, neurosphere
formation from the spinal cord is restricted to FoxJ1-expressing cells
[20]. After tamoxifen administration to dams of FoxJ1-KI-CreER™2-
TdTomato and FOXJ1-CreER™-YFP pups (P5-P9), pups were sacrificed
at P10 and their spinal cords dissociated to generate primary neuro-
sphere cultures (Fig. 9A). Since homozygous FoxJ1 knockout leads to
perinatal lethality [26], only FoxJ1*/" P10 pups could be obtained for
this set of experiments. For each animal, we compared the ratio of
neurospheres that were recombined in vitro to the ratio of central canal
ependymal cells that were recombined in vivo. Consistent with our
previous study [20], this ratio was approximately equal in FOXJ1-
CreER™-YFP mice, indicating that all recombined ependymal cells in
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vivo can give rise to recombined neurospheres. In the FoxJ1-KI-CreER™-
TdTomato mice, however, this significantly declined (Fig. 9A-B). Per-
forming the same experiment with adult spinal cords, we observed si-
milar results (Fig. 9C). These data suggest that the loss of one copy gene
of FoxJ1 diminishes the stem/progenitor potential of ependymal cells,
but did not promote a new stem cell niche as all the neurospheres that
survived during passages were still derived from FoxJ1 lineage (Fig. 9D-
E). Notably, examination of the total numbers of neurospheres (re-
combined and non-recombined) in WT (FoxJ1*/+), FOXJ1-CreER"%-
YFP (FoxJ1™/%) mice, and FoxJ1-KI-CreER"-TdTomato mice
(FoxJ1%/7) at P10 supports that this diminished potential is unrelated to
differences in recombination-related factors (Fig. 9F). While WT and
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Fig. 7. FoxJ1 is required for normal proliferation of FoxJ1 lineage cells in the developing spinal cord. A) Schematics of the FoxJ1-KI-CreER"*-TdTomato
embryos during spinal cord development at the indicated stages. B-D) Representative confocal images of coronal sections of the developing spinal cord from indicated
genotypes of FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato embryos immunostained for FoxJ1 antibody at E17.5. E) Quantification of endogenous FoxJ1+ cells around the ven-
tricular zone/central canal in the spinal cord at the developmental stages in WT, heterogeneous and homogenous knock-in mice of FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato line.
F-H) Representative confocal images of coronal sections of FoxJ1 lineage cells in the developing spinal cord from indicated mouse lines at E17.5. I) Quantification of
the ratio of the total number of reporter* cells in FOXJ1-CreER"-YFP compared to FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato mice. J-L.) Representative confocal images of coronal
sections of embryonic spinal cord stained for Ki67. M) Quantification of the ratio of the total number of reporter *Ki67* cells in FOXJ1-CreER™-YFP compared to
FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato mice. Dash lines indicate the coronal sectioned spinal cord. Scale bars: 25 um. n.s. = no significance. Quantifications are expressed as

average + SEM. N = 3-4 animals per analyzed time point and marker staining.

FOXJ1-CreER™-YFP cultures generated equal numbers of total neuro-
spheres, FoxJ1-KI-CreER"™-TdTomato cultures yielded significantly
fewer neurospheres, and this decrease was maintained during passa-
ging.

Differentiation of the P10 and adult primary neurospheres obtained
in the above experiments also revealed that the FoxJ1 "/~ neurospheres
generated from FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato mice have an altered dif-
ferentiation potential, producing significantly more neurons (Tujl™)
and fewer oligodendrocytes (CNPase™) and astrocytes (Sox9*) com-
pared to both WT and FOXJ1-CreER™2-YFP mice. This is consistent with
our in vivo quantifications that indicated that FoxJ1 deletion promotes
cell fate specification towards the neurogenic lineage (Fig. 9 G-I).
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3.4. FoxlJ1 is required for the recruitment of ependymal cells following
spinal cord injury

Using the FOXJ1-CreER"™ lineage-tracing model, ependymal cells
have been shown to be the source of neurosphere-forming stem cells in
the adult spinal cord, and to respond robustly following spinal cord
injury (SCI) [20,23,3,32]. However, the contribution of ependymal cells
to SCI has been recently challenged in a study using the FoxJ1-KI-
CreER™-TdTomato lineage tracing model [30]. Since we observed here
that both alleles of the FoxJ1 gene are required for the normal pro-
liferation of progenitor cells, maintenance of stem/progenitor potential,
and cell fate determination under normal physiological conditions
(Figs. 7-9), we performed a side-by-side comparison of the ependymal
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Fig. 8. FoxJ1 is required for the maintenance and differentiation of FoxJ1 progenitors in the developing spinal cord. A) Schematics of the FoxJ1-KI-CreER"2-
TdTomato embryos during spinal cord development at the indicated stages. B-E) Representative confocal images of FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato ventricular zone of
E17.5 spinal cord immunostained for Sox9 (B), Vimentin (C), Pax2 (D) or NeuN (E). F-H) Quantification of marker and reporter double positive progenitor cells
around the central canal or the spinal cord in FOXJ1-CreER"2-YFP and FoxJ1-KI-CreER"™-TdTomato mice at the developmental stages indicated in the graphs, for the
markers Sox9 (F), Vimentin (G), or Pax2 (H). I-L) Representative confocal images of FoxJ1-KI-CreER"?-TdTomato ventricular zone of spinal cord at indicated
timepoints immunostained but not co-labeled with reporter + cells for Chx10 (I), Olig2 (J-K), or GFAP (L). CC = central canal. Tom = TdTomato. Vmt = Vimentin.
Quantifications are expressed as average + SEM. N = 3-4 animals per analyzed time point and marker staining.

cell response to spinal cord injury (SCI) in the FOXJ1-CreER™>-YFP and
FoxJ1-KI-CreER'2-TdTomato mouse models [20,23,30,3,32].

Adult FOXJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato mice
received tamoxifen injections for 5 days to pre-label the central canal
ependymal cells, and after an additional 7-day clearing period, were
subjected to a mild dorsal funiculus lesion (Fig. 10A). One week after
SCI, ependymal cells were found to have migrated to the lesion site in
FOXJ1-CreER"-YFP mice while only few ependymal cells migrated in
FoxJ1-KI-CreER"™-TdTomato mice (43% versus 18%, respectively;
Fig. 10 B-C), which is consistent with the divergent findings of previous
studies [23,30,3]. Quantification of the in vivo and in vitro

94

recombination rates in FOXJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-KI-CreER"%-
TdTomato mice showed that, as in the absence of injury, the FoxJ1-KI-
CreER™-TdTomato mice had a reduced proportion of recombined
ependymal cells that were capable of neurosphere formation (Fig. 10
D). Moreover, neurospheres from FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato mice
exhibited lower oligodendrocytic and higher neurogenic differentiation
potential compared to WT and FOXJ1-CreER™-YFP cultures (Fig. 10 E-
J). These findings indicate that FoxJ1 is critical for normal ependymal
self-renewal capacity, glial-neuronal differentiation potential, and mi-
gration under both physiological conditions and after SCI.

Notably, FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato mice showed a striking defect
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Fig. 9. FoxJ1 is required for maintaining stem cell potential of the spinal cord.

A) Representative confocal images of neurospheres derived from FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato (FoxJ1*”", upper panel) and FOXJ1-CreER™-YFP P10 spinal cords
(lower panel). B-C) Quantification of in vivo recombined FoxJ1* cells and in vitro recombined neurospheres from FOXJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-
TdTomato mice generated from P10 (B) and adult mice (C). D-E) Quantification of the percentage of recombined neurospheres over passages from FOXJ1-CreER"-
YFP and FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato from P10 (D) and adult mice (E). F) Quantification of the total number of neurospheres derived from 100,000 cells over
passages from WT mice, FOXJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato mice at P10, regardless of recombination. G) Representative confocal images of
differentiated cells derived from neurospheres from FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato P10 mice. H-I) Quantification of differentiated cells generated from primary
neurospheres of P10 (H) and adult (I) FOXJ1-CreER"2-YFP and FoxJ1-KI-CreER"?-TdTomato mice. Scale bars: 100 um. TdTom = TdTomato. CNPase = 2’,3’-Cyclic-
nucleotide 3’-phosphodiesterase. TuJ1 = beta III Tubulin. Quantifications are expressed as average + SEM. n.s. = no significance. N = 3-4 animals per analyzed
time point and marker staining, where at least two batches of independent culture experiments were performed.

in injury-induced spinal cord stem/progenitor activity that was in-
dependent of recombination-associated factors. When we quantified the
total numbers of neurospheres (both recombined and non-recombined)
in these mouse models, WT and FOXJ1-CreER™2-YFP mice showed SCI-
induced increases in neurosphere numbers while the FoxJ1-KI-CreER™-
TdTomato mice with one less copy of FoxJ1 had significantly fewer
neurospheres under both control and SCI conditions, and failed to ex-
hibit any SCIl-induced increase (Fig. 10 K). We conclude that even
though FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato mice could be useful to lineage
trace FoxJ1-expressing cells in other organs without causing a pheno-
type [26], both copies of FoxJ1 are required for the full expression of
stem cell properties in the spinal cord after SCIL.

4. Discussion

In this study, we discovered several unexpected and unreported
functions of FoxJ1 during spinal cord development and regeneration,
using three transgenic models (Fig. 2A-C). We showed that FoxJ1 is not
only expressed in ependymal cells, but is also transiently expressed in
the progenitors of various cell types, including interneurons and as-
trocytes, which distribute to restricted zones of the developing spinal
cord. FoxJ1 gene deletion revealed novel roles for FoxJ1 in proliferation
and glial-neuronal cell fate determination of progenitor cells in the
developing spinal cord. Furthermore, we found that loss of a single
allele of the FoxJ1 gene was sufficient to compromise the maintenance
of the stem cell potential of ependymal cells during spinal cord devel-
opment, throughout adulthood and following SCI.

FoxJ1 has been widely studied for its role in ciliogenesis and has
been regarded as one of the key transcription factors for cilium bio-
genesis [6]. In the adult spinal cord, FoxJ1 is specifically expressed by
ependymal cells and is used as a specific marker for this cell population
[23,3]. We have previously reported that the first FoxJ1+ ependymal
cells appear at E15.5 in the mouse spinal cord [20].

Here we report that FoxJ1 is also transiently expressed in progeni-
tors of other cell types in the developing spinal cord (summarized in
Fig. 11). In the spinal cord, FoxJ1 progenitors appear earlier than
ependymal cells, and give rise to V1 and a subset of V2 interneurons,
and also subpopulations of astrocytes in the lateral white matter and
the dorsal funiculus, as well as to ependymal cells around the central
canal. Astrocytes constitute one of the most abundant cell populations
in the spinal cord and are functionally heterogeneous [36], however
our current understanding of their developmental origin is quite lim-
ited. A very elegant study reported that astrocyte progenitor cells mi-
grate horizontally from the ventricular zone to the lateral white matter
[15]. In accordance with and complementary to these findings, we
observed a subset of astrocytes derived from FoxJ1 progenitors that
migrate horizontally from a lateral domain and dorsally from the apical
domain of the ventricular zone to the ventrolateral white matter and
the dorsal funiculus, respectively. We suggest that FoxJ1 might be used
as a novel marker for future study of different neural cell subtypes in
the developing spinal cord (Fig. 12).

During development of the brain, FoxJ1 is involved in the migration
and differentiation of progenitor cells towards the olfactory bulbs [16].
We observed that FoxJ1 might also be involved in migration of pro-
genitor or stem cells in the developing spinal cord. Indeed, when we
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deleted only one allele of FoxJ1, we observed a very limited number of
FoxJ17"/" cells that were all restricted to the ventricular zone/central
canal.

After SCI, the progeny of FoxJ1"/" ependymal cells also failed to
migrate to the injury site. Therefore, the absence of FoxJ1 appears to
prevent migration and proliferation of some progenitor cells, without
development of major physiological impairments, such as hydro-
cephalous or dysplasia. Moreover, it has been shown that FoxJ1 is re-
quired for embryonic-to-postnatal transition during olfactory bulb
neurogenesis [16]. As Pax2 has been used as an immature neuron/
neuronal precursor marker [21,29,34], while NeuN is a specific marker
for mature neurons maturation [22,24,37], we used these markers for
immunostaining and found that deletion of FoxJ1 leads to a higher ratio
of the PAX2+ interneurons from FoxJ1 lineage cells but decreased
expression of the mature neuron marker NeuN. These results suggest
that the deletion of FoxJ1 enhances the neurogenic potential of FoxJ1*
progenitors towards an interneuron fate, with reduced differentiation
into fully mature neurons. Altogether, we suggest that FoxJ1 is involved
in the regulation of proliferation and differentiation of different types of
progenitor cells in the whole CNS. Interestingly, this is consistent with a
recent study that showed similarly unexpected results after deletion of
the transcription factor Prdm16, which is involved in neural stem cell
maintenance and ciliogenesis. Prdm16 deletion at postnatal develop-
mental stage results in no effect on ciliogenesis, but leads to down-
regulation of FoxJ1 expression and upregulation of genes associated
with neuronal differentiation that interfere with ependymal cell dif-
ferentiation potential [33].

FoxJ1 has not been considered a pivotal transcription factor in stem
cells, but we observed that FoxJ1 is important to preserve the stem cell
potential of spinal cord ependymal cells. Indeed, we cultured FoxJ1*/™*
and FoxJ1*/ cells from P10 and adult mice, and in both ages and
conditions, we observed that the loss of a single copy of the FoxJ1 gene
leads to significantly reduced self-renewal of ependymal cells and fewer
neurospheres. Previously, we described that the injury of the spinal
cord enhances the self-renewal potential of spinal cord ependymal cells
[20,23,3]. To test whether the injury could rescue the phenotype of the
FoxJ1*’" neurospheres, we put them in culture from the adult injured
spinal cord, and again observed reduced self-renewal potential and
diminished ability to generate neurospheres in culture, regardless of
recombination, indicating a perturbed phenotype of stem and pro-
genitor cell potential when one copy of FoxJ1 is lost. Thus, FoxJ1 is a
key transcription factor for the maintenance of stem cell potential by
spinal cord ependymal cells. Moreover, this is consistent with our in
vivo data showing that the deletion of one FoxJ1 allele leads to failure of
FoxJ1™ progenitor cell proliferation.

Our findings also shed light on a recent controversy regarding the
contribution of ependymal cells to the glial response following SCI [30].
In that study, the authors used the FoxJ1-KI-CreER"%-TdTomato mouse
model as a lineage-tracing tool for FoxJ1-expressing ependymal cells.
Here, we likewise observed that ependymal cells in the FoxJ1-KI model
are largely unresponsive to SCI, in marked contrast to ependymal cells
in the FOXJ1-CreER™-YFP model used here and in our previous studies
[20,23,30,3,32]. Importantly, here we show that the deletion of even
one allele of the FoxJ1 gene leads to substantial effects on progenitor
cell specification, maintenance of stem cell properties, and
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Fig. 10. FoxJ1 is involved in the regulation of ependymal stem cell potential.

A) Schematics of tamoxifen administration and SCI to mice for analysis. B) Representative confocal images of adult spinal cord 2 weeks after SCI from FOXJ1-
CreER"-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato mice. C) Quantification of migrating recombined cells in vivo 2 weeks after SCI. D) Quantification of in vivo re-
combined reporter™ cells and in vitro recombined neurospheres from FOXJ1-CreER">-YFP and FoxJ1-KI-CreER"™-TdTomato adult injured mice. E-F) Representative
confocal images of primary cultured recombined neurospheres from FOXJ1-CreER">-YFP and FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato adult injured mice. G-H) Representative
confocal images of differentiated cells derived from recombined neurospheres from FoxJ1-KI-CreER"2-TdTomato adult injured mice. I) Quantification of the per-
centage of recombined neurospheres over passages from FOXJ1-CreER™2-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato adult mice after SCL J) Quantification of differ-
entiated cells generated from primary neurospheres of adult WT mice, recombined FOXJ1-CreER">-YFP mice and recombined FoxJ1-KI-CreER"™-TdTomato mice after
SCIL K) Quantification of the number of primary neurospheres derived from 100,000 cells from WT mice and FOXJ1-CreER"2-YFP and FoxJ1-KI-CreER">-TdTomato
adult mice after SCI, regardless of recombination. Scale bars: 200 um (A) and 100 um (E-H). Dashed lines indicate the lesion area. n.s. = no significance.
TdTom = TdTomato. CNPase = 2/,3’-Cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase. TuJ1 = beta III Tubulin. Quantifications are expressed as average + SEM. N = 3—4
animals per analysis including at least two independent culture experiments were performed.

differentiation potential of ependymal cells compared to both WT and suggest that at least in the spinal cord, this model is sub-optimal for fate
FOXJ1-CreER™-YFP neurospheres [20,3]. Given its use of the en- mapping aimed at characterizing the behavior of normal ependymal
dogenous FoxJ1 promoter, the FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato mouse cells in physiological or pathological conditions.
model has proven a useful tool to lineage trace FoxJ1-expressing cells in In conclusion, we show that FoxJ1 is transiently expressed by pro-
other organs [26]. Although we did not observe phenotypic changes in genitors of subsets of interneurons, astrocytes, ependymal, and floor
terms of breeding and behavior in the FoxJ1*/" mice, our results plate cells of the developing spinal cord. Moreover, we report that
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Fig. 11. Summary of distribution of FoxJ1 lineage cells during spinal cord development. Schematics of distribution of FoxJ1 lineage cells from E10.5 to P2
during development. Markers are used to co-label FoxJ1 lineage cells as progenitors (Vimentin and Sox9), a subset of astrocytes (Reelin) and proliferating cells
(Ki67). Green cells = FoxJ1™ cells; red cells = marker ™ cells; yellow cells = co-labeled cells.
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Fig. 12. Summary of distribution of FoxJ1 lineage cells with the deletion effects of FoxJ1 during spinal cord development. Schematics of the distribution of
FoxJ1 lineage cells in FoxJ1-KI-CreER™-TdTomato mice during development and the FoxJ1 knockout effects in this mouse line that leads to a dramatic reduction of
FoxJ1* cells and different cell fate of progenitors. Markers are used to label FoxJ1 lineage cells as progenitors (Vimentin and Sox9), interneurons (Pax2), and
proliferating cells (Ki67). Red cells = Tomato™ cells; yellow cells = co-labeled cells.

FoxJ1 is not only involved in ciliogenesis, but also in proliferation and
cell fate determination of distinct progenitor and stem cells and it is
required for the maintenance of stem cell properties in ependymal cells
during development, adulthood and after injury. Thus, our study ex-
pands our understanding of the role of FoxJ1 in the spinal cord. This
paves the way for further studies on developmental and stem cell
biology and the investigation of FoxJ1 as a potential therapeutic target.
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6.4 Article II

Inhibition of ADAMTS-4 Expression in Olfactory
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within Spinal Cord Injury
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Ce projet, dont j’étais membre, a été mené au sein de ’EA3830 sous la direction du Dr. Guérout
et a fait I’objet de la These du Dr. Anne Mayeur. Il s’inscrit dans la continuité des thématiques
menées au sein de notre laboratoire, depuis des années, et qui s’intéressent aux différentes
propriétés bénéfiques et aux mécanismes d’actions des cellules gliales olfactives (CGO) comme

thérapie cellulaire dans la réhabilitation des 1ésions du systeéme nerveux.

Une précédente étude menée par le laboratoire portant sur les mécanismes d’action des CGO, a
démontré que ces cellules secretent un certain nombre de facteurs trophiques et de molécules
modulatrices de la matrice extracellulaire in vitro. Parmi ces facteurs secrétés
préférentiellement par les CGO, on distingue une désintégrine métalloprotéinase avec des
motifs de thrombospondines 4 (ADAMTS-4), ayant la capacité de dégrader les protéoglycanes
de chondroitine sulfate (CSPG).

Dans le cadre des lésions du SNC, cette ADAMTS-4 présente des effets controversés
dépendants du modele 1ésionnel. Par exemple, dans un modele d’AVC, les résultats montrent
un effet anti-inflammatoire en diminuant les facteurs pro-inflammatoires tels que CCL2 et IL-6
secrétés par la microglie et les astrocytes. En revanche, dans un modele de sclérose latérale
amyotrophique, elle entraine la dégénérescence des motoneurones et la diminution de la
sécrétion de NGF. Récemment, une étude a montré que, dans le cadre des maladies
démyélinisantes, 1’inhibition de I’expression d’ADAMTS-4 dans les cellules gliales, in vitro,

induit une augmentation de la sécrétion de facteurs trophiques par ces cellules.

En se basant sur les effets bénéfiques démontrés par la littérature concernant le potentiel
thérapeutique des CGO dans le cadre des LMTs et d’apres les études réalisées au sein du
laboratoire montrant une forte expression d’ADAMTS-4 par les cellules gliales olfactives in
vitro, nous avons émis 1’hypothése que I'inhibition de 1’expression d’ADAMTS-4 dans les
CGO permettrait d’augmenter la sécrétion de facteurs trophiques et de molécules modulatrices
de la matrice extracellulaire (MEC), créant ainsi un microenvironnement plus permissif apres
LMT.

Pour ce faire, une lignée de souris ADAMTS-4 (souris knock-out) a été utilisée afin de réaliser
des cultures primaires de CGO dépourvues du gene ADAMTS-4. Ces cultures ont été, par la
suite, transplantées dans des souris WT ayant subi une transsection complete de la moelle au
niveau thoracique. Ce groupe était comparé a un groupe de souris WT 1ésé ayant recu des CGO
de souris WT (ADAMTS-4++).
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Dans notre étude, avant d’évaluer I’effet de la suppression d’ADMTS4 dans les CGO sur la
récupération et le remodelage tissulaire suite a une LMT, nous nous sommes intéressés a 1’effet
de cette suppression sur la survie des CGO transplantées. Pour cela, nous avons tiré avantage
d’une lignée de souris luciférase, LUX*-, que nous avons croisé avec la lignée ADAMTS-
4. De cette fagon, nous avons pu générer des cultures de CGO : LUX*/ADAMTS-4" et
LUX*-/ADAMTS-4+* et des animaux WT ont alors été transplantées avec 1’une de ces deux
cultures. Par la suite, nous avons pu mesurer la survie de ces cellules transplantées par le biais
des techniques de bioluminescence. Cette quantification a été effectuée, a une et 2 semaines
apres la 1ésion, et nous avons pu démontrer que la suppression d’ADAMTS-4 n’a pas d’effet sur
la survie des CGO au cours du temps. Ensuite, afin d’investiguer les effets des CGO dépourvues
d’ADAMTS-4 sur leurs profils d’expression, des PCR quantitatives ont été effectuées sur un
panel de genes spécifiques de I'inhibition ou de I’'induction de la repousse axonale. Ces genes
étudiés ont été regroupés en 4 catégories : 1- génes d’adhésion et de matrice extracellulaire,
2- genes de la plasticité synaptique et la repousse axonale, 3- génes de facteur de croissance et
enfin 4- genes immunomodulateurs. Les quantifications effectuées ont montré une augmentation
de I’expression de ces genes a I’exception des genes immunomodulateurs dans le groupe CGO
ADAMTS-4-",

N

Suite a ces travaux, des souris WT ont été transplantées avec des cultures de CGO
ADAMTS-47 ou bien des cultures de CGO ADAMTS-4++. La transplantation de CGO
ADAMTS-47 a entrainé une récupération locomotrice et une amélioration significative de
I’activité électrophysiologique et fonctionnelle chez les souris ayant bénéficiées de ce

traitement.

Afin de corréler cette récupération fonctionnelle par une réparation tissulaire de la moelle
1€sée, nous avons évalué I’effet de la transplantation de cultures de CGO ADAMTS-4- sur la
cicatrice gliale, fibrotique et sur le degré de démyélinisation et d’intégrité de la MEC, 60 jours
apres la 1ésion. Ces analyses ont montré une modulation de la cicatrice médullaire avec une
diminution des aires GFAP négatives et MBP négatives, ainsi qu'une diminution de

I’expression de Neurocan.

Il est important de noter que des précédentes études ont rapporté que la surexpression des
facteurs trophiques ou de la chondroitinase ABC par les CGO peut, également, améliorer leur
potentiel thérapeutique. Cependant, dans ces études, les CGO ont été modifiées par des
infections virales, ce qui rend difficile la transposition clinique de ces protocoles. A notre
connaissance, notre étude est la premieére a montrer que les propriétés thérapeutiques des CGO

pourraient tre améliorées par la suppression de 1’expression d’ADAMTS-4.
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Ainsi, cette étude illustre le fait qu’une meilleure compréhension des propriétés et des modes
d’actions des molécules sécrétées par les CGO, ainsi que leur modulation, permettrait un ciblage

plus efficace des différentes atteintes neurologiques qui surviennent a la suite d’une LMT.

Ce travail a fait I’objet d’une publication « Inhibition of ADAMTS-4 Expression in Olfactory
Ensheathing Cells Enhances Recovery after Transplantation within Spinal Cord Injury » dans

le journal Journal of Neurotrauma dans laquelle je suis middle auteure.
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Abstract

Spinal cord injury (SCI) induces permanent loss of sensitive and motor functions below the injury level. To date, a wide
variety of cells has been used as biotherapies to cure SCI in different animal paradigms. Specifically, olfactory ensheathing
cells (OECs) is one of the most promising. Indeed, OECs have been shown to enhance recovery in many animal studies.
Moreover, OECs transplantation has been applied to a paraplegic patient and have shown beneficial effects. However, it
has been reported that the significant level of recovery varies among different patients. Therefore, it is of primary
importance to enhance the regenerative efficiency of OECs for better translations. Recently, it has been shown that
inhibiting ADAMTS4 expression in glial cells in vitro increases their synthesis of neurotrophic factors. We hypothesized
that the expression of neurotrophic factors secreted by OECs can be increased by the deletion of ADAMTS4. Taking
advantage of ADAMTS4”" mouse line, we produce ADAMTS4 deficient primary OEC cultures and then we inves-
tigated their regenerative potential after SCI. By using quantitative polymerase chain reaction, bioluminescence imaging,
measurement of locomotor activity, electrophysiological studies, and immunohistochemistry, our results show that
ADAMTS4™ olfactory bulb OEC (bOECs) primary cultures upregulate their trophic factor expression in vitro, and that
the transplantation of ADAMTS4” bOECs in a severe SCI model increases functional recovery and tissue repair in vivo.
Altogether, our study reveals, for the first time, that primary bOEC cultures transplantation can be potentialized by
inhibition of the expression of ADAMTS4.

Keywords: ADAMTS4; functional recovery; olfactory ensheathing cells; spinal cord injury; transplantation

Introduction Specifically, olfactory ensheathing cells (OECs) have been shown

to enhance recovery in different SCI paradigms in rodents.®

SPINAL CORD INJURY (SCI) is a disabling disease that typically
results in permanent sensorimotor impairment below the injury
level.! There is currently no therapy to enhance recovery following
SCI. The success of novel therapies will most likely require a
combinatorial approach due to the fact that the cellular mechanisms
that take place after SCI are complex and evolve over time. Indeed,
SCI induces the formation of an inhibitory environment that leads
to the lack of regeneration and recovery of function.>* Several
processes are described to inhibit recovery after SCI as neural cell
death, axonal degeneration and demyelination, and inflamma-
tion.>> Therefore, cell transplantation has been proposed as a
therapy to enhance recovery and tissue repair after SCL* To date, a
wide variety of cells has been used as biotherapies to cure SCL>”

Moreover, OEC transplantations have been applied to a paraplegic
patient in a clinical trial study and have induced beneficial effects.’
However, it has been reported that the level of recovery varies
among different patients.'® Therefore, it can be of primary interest
to enhance OECs effectiveness. Specifically, OECs have been de-
scribed to secrete a wide range of trophic factors and extracellular
matrix (ECM) modulating molecules.*'' It also has been suggested
that the effects of OECs transplantation could be enhanced by co-
injections with additional exogenous trophic factors.'> An alter-
native way will be to increase the endogenous secretion of trophic
factors and ECM modulating molecules secreted by OECs.
Recently, a metalloproteinase, ADAMTS4 (a disintegrin and me-
talloproteinase with thrombospondin motifs type 4, known to bind and
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FIG. 1. Deletion of ADAMTS4 does not change the ratio between p75+ olfactory ensheathing cells (OECs) and PDGFR fi+ fibroblasts
in primary bOEC cultures. Immunohistochemistry of p75+ and PDGFRf+ cells in (A) ADAMTS4"* and (B) ADAMTS™ bOECs
primary cultures. (C) Quantification of the percentage of p75+ OECs and PDGFRp+ fibroblasts in ADAMTS4"* and ADAMTS™
bOECsS primary cultures. Scale bars are 250 um. Quantifications are expressed as average + standard error of the mean; n=4 cultures per
condition, all experiments were conducted in duplicate. Statistical evaluations were based on Wilcoxon-Mann-Whitney test (ns=not
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degrade chondroitin sulfate proteoglycans), has been shown to exert
multi-faceted effects after various central nervous system injuries.'>

For instance, ADAMTS4 exerts beneficial and negative axonal
regrowth effects by modulating extracellular matrix. Indeed,
ADAMTS4 induces anti-inflammatory effect in a stroke model by
decreasing the pro-inflammatory CCL2, tumor necrosis factor-o
and interleukin-6 cytokines secreted by microglial cells and as-
trocytes.'>'> In contrast, ADAMTS4 increases neurodegeneration
in an amyotrophic lateral sclerosis model by destabilizing peri-
neuronal net leading to synaptic instability.'* Interestingly, in this
demyelinating disease paradigm, it has been shown that inhibiting
ADAMTS4 expression in glial cells in vitro increases their syn-
thesis of neurotrophic factors.'?

In our team, we have previously demonstrated that OECs pro-
duce ADAMTS4 in vitro."! We further hypothesized that inhibiting
ADAMTS4 expression can promote the secretion of trophic factors
and ECM modulating molecules by OECs. Taking advantage of
ADAMTS4 " (knockout) mouse line to produce ADAMTS4-
deficient olfactory bulb primary OEC (bOEC) cultures, we found
that ADAMTS4”" bOECs upregulates their trophic factor expres-
sion in vitro. After the transplantation of ADAMTS4” bOECs in a
severe SCI model, the functional recovery and tissue repair are
better promoted in vivo. Therefore, our data suggest that the inhi-
bition of ADAMTS4 expression in OECs can better promote re-
generation after SCI.

Methods
Animals

All experimental procedures were in accordance with the
European Community guiding principles on the care and use of
animals (86/609/CEE; Official Journal of the European Commu-
nities no. L358; December 18, 1986), French Decree no. 97/748 of
October 19, 1987 (Journal Officiel de la République Frangaise;
October 20, 1987), and the recommendations of the Cenomexa
ethics committee (02173.02).

Adamts4™" (B6.129P2-Adamts4™'P#"/J) and Tg(CAG-luc,-
GFP)L2G85Chco™" (FVB-Tg(CAG-luc,-GFP)L2G85Chco/J) mice,
called Luciferase (LUX) thereafter, were obtained from the Jackson
Laboratory (www.jax.org/strain/005770 and www.jax.org/strain/
008450) and were maintained on a C57BL/6J background. Mice
were bred to yield Adamts4™* (WT), Adamts4”~ (KO), LUX™ and
Adamts4™”/ LUX*" and Adamts4**/ LUX*". All mice have been
genotyped by polymerase chain reaction (PCR) using ear DNA and
were identified by implantation of glass tag (Biolog-id, France);
glass tag numbers have been used to perform blindly analyses. All
animals were housed in a 12-h light/12-h dark cycle with food and
water ad libitum.

Our study was composed of two main experimental groups:
ADAMTS4” bOECs transplanted C57BL/6J mice (n=10) and
ADAMTS4** bOECs transplanted C57BL/6J mice (n=10). Ad-
ditional experiments were performed for bioluminescence imag-
ing experiments using ADAMTS4”/LUX"" bOECs transplanted

FIG. 2. Deletion of ADAMTS4 in primary bOEC cultures upregulates the gene ex;)ression of trophic factors and axon growth
+

permissive molecules. Histogram of messenger RNA (mRNA) expression of ADAMTS4"

and ADAMTS4” primary bOEC cultures of

(A) axon growth permissive molecules and (B) axon growth inhibitory molecules genes. Dashed lines correspond to mRNA expression
from ADAMTS4"" primary bOEC cultures. (C) Percentage of upregulated genes in ADAMTS4™ primary bOEC cultures in four
categories of genes. (D) Relative numbers of upregulated genes in ADAMTS4™ primary bOEC cultures in four categories of genes.
Quantifications are expressed as average + SEM; n=4 cultures per condition; all experiments were conducted in duplicate. Statistical
evaluations were based on Wilcoxon-Mann-Whitney test (*p <0.05). Color image is available online.
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C57BL/6J mice (n=>5) and ADAMTS4"*/LUX*" bOECs trans-
planted C57BL/6J mice (n=35).

Primary olfactory bulb culture and cell
transplant preparation

Olfactory bulb (OB) primary cultures were prepared as described
previously.' ' Two weeks after plating, cultures were trypsinized,
and the cells were counted. Before transplantations, bOECs were re-
suspended in DF-10S at concentration of 25.000 cells/uL. OB primary
cultures characterization was assessed using immunocytochemistry.
Antibodies raised against p75 and PDGFRf were used (Fig. 1).

Real-time PCR

Real-time PCR experiments were performed to evaluate the
messenger RNA (mRNA) expression level of axon growth inhibi-
tory and axon growth permissive molecules, as well as neurotrophic
factors in ADAMTS4” and ADAMTS4™" primary bOECs cul-
tures.'”'® Total RNAs from these cultures were extracted using
Tri-reagent (Sigma) and Nucleospin RNAII kit (Macherey-Nagel)
according to the manufacturer’s protocol. From each sample, 1.5 ug
of total RNA was converted into single stranded cDNA using the
ImPromlI reverse transcriptase kit (Promega) with random primers
(0.5 ug/mL). Two ng complementary DNA (cDNA) was amplified
in the presence of 2 X SYBR Green Mastermix (Applied Biosys-
tems) containing preset concentrations of dNTPs, MgCl, as well as
forward and reverse primers, with a QuantStudio™ 12KFlex (Ap-
plied Biosystems. Proper controls without reverse transcriptase or
with H,O instead of cDNA were conducted.

Primers were designed using the Primer Express software (Ap-
plied Biosystems) and validated by real-time PCR. The relative
amount of cDNA in each sample was determined using the com-
parative quantification cycle (Cq) method and expressed as 2AACY
The list of all genes including the five housekeeping genes analyzed
is described in the Supplementary Figure 1. All experiments were
conducted in duplicate.

Surgical procedure and cell transplantation

SCI was performed at T10 level as described previously.'**

A complete transection of the spinal cord was performed with a
25-gauge needle: right after making the lesion, bOECs were
transplanted. To facilitate cells transplantation, a stereotaxic frame
with its micromanipulator arm (World Precision Instrument) was
used. Thus, bOECs were injected using a 1 mm sterile glass cap-
illary needle which was attached to the micromanipulator. Injec-
tions were delivered at 1 mm depth, 1.5 mm from the midline, 5 mm
rostrally and caudally from the lesion site as described in
Figure 3A. A total of two injections (2x2 uL), which contained
25,000 cells/uL, was delivered (Fig. 3A). Each injectate was
carefully delivered within 1 min. After surgery, mice underwent
daily checks, any of them showed neither skin lesions, infection nor
autophagy throughout the study.

Bioluminescence imaging

An in vivo XTREM 4XP spectrum cooled charge-coupled device
optical macroscopic imaging system (Brucker) was used for bioi-
maging. The survival of the LUX"" bOECs was monitored during 2
weeks via intraperitoneal injections of D-Luciferin (0.3 mg/g body
weight) and measurements of the photon counts was performed as
previously described using Brucker molecular imaging software.?’

Measurement of locomotor activity

Measurement of locomotor activity was performed as described
previously.® Animals were placed individually in 40 x40 x30cm
compartments, in a dark and quiet room. Locomotor activity was
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assessed automatically in a computerized actimeter (Versamax,
AccuScan Instruments Inc.), which monitored the horizontal dis-
placements, including horizontal time and horizontal activity. The
responses were expressed as the total number of beams crossed
(horizontal activity) and as total distance traveled by mouse during
a 30-min period.

Electrophysiological studies

Motor evoked potentials (MEPs) were measured, as previously
described by Amadio and colleagues.22 Mice were anesthetized
with xylazine (2 mg/kg)/ketamine (5mg/kg) in order to induce
slight sedation. Then, two monopolar 27 G electrodes were placed
through the scalp to contact the periosteum. The cathode needle
was inserted at the midline of the interaural line and the anode tip
was placed just anterior to the ear at 3-4 mm from the former one.
The stimulation was defined by an intensity of 12mA, with a
maximum repeat rate of 0.1 Hz and a pulse width of 0.05 msec. The
stimulation train used 10 pulses.

MEPs were recorded using a bipolar electrode inserted into
the gastrocnemius muscles (Fig. 4C). The reference electrode
was positioned subcutaneously in the belly. The electromyo-
graphic signal was filtered through an 80 Hz high pass filter at
rate of 10 k/sec, and a sweep velocity of 20 msec. Then, ampli-
tude was recorded and averaged for each animal. The onset of the
first, usually negative, deflection was taken as the cortical MEP
(cMEP) latency.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry experiments have been performed as
previously described.'®

The primary and species-specific fluorophore-conjugated sec-
ondary antibodies used are described in Supplementary Figure 2.

Image acquisition analysis

Representative images of the lesion site and spinal cords were
acquired using the Zeiss Apotome2 microscope set up. For tissue
analysis sagittal sections have been used. For each experimental
group and staining, 7-10 animals were analyzed.

Quantification of immunohistochemically stained areas

The areas of the sagittal sections were measured at the epicenter
of the lesion and section rostral and caudal to the injury site. Image
processing and assembly was performed in ImageJ or Photoshop.

Statistical analysis

Statistics were run with non-parametric Wilcoxon-Mann-Whitney
test for comparing two groups. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
For each experimental group and staining, five to 10 animals mini-
mum were analyzed.

Results

Deletion of ADAMTS4 does not change the ratio
between p75+ OECs and PDGFRf+ fibroblasts
in primary bOEC culture

Immunocytochemistry analyses revealed that in both ADAMTS4"
*and ADAMTS4” bOECs primary cultures, 35-40% of the cells were
positive for P75 and 60-65% of the cells were positive for PDGFRf}
(Fig. 1; n=4 cultures per condition).
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FIG. 3. Deletion of ADAMTS4 does not affect the survival of transplanted primary bOEC cultures cells after spinal cord injury (SCI).
(A) Schematic representation of SCI model and bOECs injection protocol. (A) Representative images of (C) luciferase™ (LUX)*
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Deletion of ADAMTS4 in primary bOEC culture
induces upregulated gene expression of trophic factors
and axon growth permissive molecules

Before studying the effects of ADAMTS4”" bOECs transplan-
tation on functional recoveries and tissue repair, we first evaluated
the effects of the deletion of ADAMTS4 in primary bOEC culture
on genes expression. We performed bOEC primary cultures ob-
tained from ADAMTS4"* and ADAMTS4”" mice (n=4 cultures
per condition) and then performed quantitative PCR on 79 genes
(Supplementary Fig. 1). These genes were analyzed in two main
categories—axon growth permissive and axon growth inhibitory
molecules genes, as previously. 718

Our results showed that in ADAMTS4” bOEC primary culture,
33 genes out of 79 were upregulated, including 26 axonal permissive
and seven axonal growth inhibitory molecules genes respectively
(Fig. 2A, 2B). Thereafter, based on a GeneCards and National Center
for Biotechnology Information database analysis, we have divided
these genes into four categories for a more regenerative perspective:
1) extracellular matrix and adhesion genes; 2) axonal and synaptic
plasticity genes; 3) growth factor genes; and 4) immunomodulatory
genes. It appears that in vitro ADAMTS4” bOECs exhibited upre-
gulation at different degrees in each category, except for the im-
munomodulatory class (Fig. 2C). The detail of the number of genes
upregulated in each category is presented Figure 2D.

Altogether, these results demonstrated that the deletion of
ADAMTS4 in primary bOEC cultures induces genes expression
changes. Interestingly, in agreement with Lemarchant et al, the
deletion of ADAMTS4 increases in particular, the expression of
trophic factors and more broadly axon growth permissive molecule
genes."?

Deletion of ADAMTS4 does not affect the survival
of transplanted bOECs after SCI

Before evaluating the effects of ADAMTS4” bOECs trans-
plantation on functional recoveries and tissue repair, we analyzed
the impact of ADAMTS4 deletion on the survival of transplanted
bOECs after SCI. By crossing Luciferase (LUX) mice with
ADAMTS4 mice, we were able to visualize cells derived from
LUX mice by bioluminescence imaging. We then transplanted the
same number of cells from LUX"/ADAMTS4"" mice or LUX""/
ADAMTS4™* mice (Fig. 3A). Then, we measured the number of
remaining cells at 1 week and 2 weeks after SCI and transplantation
(Fig. 3B-3D). Our data show that there is no statistically significant
difference between the two groups at 1 week and at 2 weeks after
SCI and transplantation (Fig. 3B), suggesting that the inhibition of
ADAMTSA4 expression in bOECs does not affect the survival of the
transplanted bOECs after SCI.

To confirm, the low survival rate of the transplanted cells over-
time, bioluminescence imaging was performed 3 weeks after SCIL.
By 3 weeks, none of the mice transplanted with both ADAMTS4™
and ADAMTS4"" bOECs primary cultures had remaining cells
(Supplementary Fig. 3).

Deletion of ADAMTS4 in bOECs increases functional
recovery and electrophysiological improvements
following SCI

Measurement of horizontal activity (horizontal activity and total
distance traveled) was performed during 30 min., and 15, 30, and 60
days after SCI and transplantation in mice with ADAMTS4" and
ADAMTS4** bOECs. These analyses revealed that transplantation
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of ADAMTS4 ™ primary bOEC cultures induces earlier functional
recovery (Fig. 4A, 4B). Indeed, horizontal activity and total dis-
tance traveled measurements indicate that 15 days after SCI and
transplantation, ADAMTS4”" bOECs transplanted animals pre-
sented a significantly improvement of these two parameters
(Fig. 4A, 4B). No difference between the two groups could be
found 30 and 60 days after SCI and transplantation (Figure 4A, 4B).

In the same animals 60 days after SCI and transplantation, we per-
formed electrophysiological studies and recorded MEP in ADAMTS4™
and ADAMTS4™* bOECs transplanted mice. The respective position of
stimulating and recording electrodes is presented in Figure 4C.

These analyses revealed that transplantation of ADAMTS4™
bOECs induces an increase of the amplitude of the MEPs 60 days
after SCI and transplantation (Fig. 4D).

Deletion of ADAMTS4 in primary bOEC cultures
increases tissue repair following SCI

In order to further investigate the cellular mechanisms behind
the functional and electrophysiological recoveries, we performed

DELARUE ET AL.

histological analyses on the same two groups of animals 60 days
after SCI and transplantation. As the astrocytic and fibrotic com-
ponents mainly compose the scar®’; we investigated this time-point
for tissue repair (Fig. 5A-F). By analyzing the glial fibrillary acidic
protein (GFAP)-negative area, our results show that in ADAMTS4™"
bOECs transplanted mice (Fig. 5B), the astrocytic component
(GFAP+ area) of the scar is larger than the one in ADAMTS4™*
bOECs transplanted mice (Fig. 5A, 5C). Based on the quantification
of the PDGFR f-positive area, our results did not show any difference
regarding the fibrotic component of the scar between the two groups
of mice (Fig. 5D-F).

Then, we analyzed the demyelinating/unmyelinating process,
which takes place following SCI based on the quantification of the
myelin basic protein-negative area. It appears, thatin ADAMTS4™
bOECs transplanted mice (Fig. 5SH), the demyelinated/unmyelin-
ated area is smaller than the one observed in ADAMTS4"* bOECs
transplanted mice (Fig. 5G, 5I).

Finally, to explore ECM modifications induce by ADAMTS4**
and ADAMTS4” bOECs transplantation, we measured neurocan-
positive ECM area (Fig. 5J-L). Our results show that neurocan-
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FIG. 4. Deletion of ADAMTS4 in primary bOEC cultures increases functional and electro physiological recoveries following spinal
cord injury (SCI). Quantification of locomotor activities: (A) quantification of horizontal activity and (B) total distance traveled, 15, 30,
and 60 days after SCI and transplantation in ADAMTS4"* and ADAMTS4™ transplanted animals. (C) Schematic representation of
motor evoked potential (MEP) measurement. Stimulating electrodes were placed through the scalp to contact the periosteum and the
recording electrode was placed into gastrocnemius muscle. (D) Quantification of MEP in the two experimental groups. Quantifications are
expressed as average * standard error of the mean; n= 10 animals per group. Statistical evaluations were based on Wilcoxon-Mann-Whitney
test (*p<0.05; **p<0.01; ns=not significant). Color image is available online.
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positive ECM area in ADAMTS4"* bOECs transplanted mice
(Fig. 57) is larger than in ADAMTS4”" bOECs transplanted mice
(Fig. 5K and 5L).

Discussion

In this study, we provide evidence that OECs properties can be
enhanced by the deletion of ADAMTS4 gene expression. Indeed,
our results show that in vitro primary ADAMTS4” bOEC cultures
show an upregulation of trophic factor genes (Fig. 2), and that
in vivo the transplantation of ADAMTS4” bOECs in a severe SCI
model increases functional recovery and tissue repair (Fig. 4 and
Fig. 5) without compromising the survival of the transplanted cells
(Fig. 3). The main results of the study are summarized in Figure 6.

To date, there is no treatment that can be proposed to paraplegic
or tetraplegic patients. However, several studies have recently
demonstrated the proof of principle that different strategies can be
considered as relevant. Newly, it has been proposed to modulate
the scar that takes place after SCI and in particular to decrease its
fibrotic component.>* Indeed, in using optogenetic tools, it has
been demonstrated that the reduction of the fibrotic core into the
lesion scar enhances axonal regrowth and functional recovery.?*
Although such innovative therapy will be very promising in a near
future, currently it can be difficult to apply to a large cohort of
patients.

Cell therapies have been proposed for SCI treatments and
have been advanced quickly in recent years.'” A wide variety of
cells has been used in order to treat SCI; however, few of them
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has shown benefits after transplantation in a clinical human
context. OECs transplantation has been applied a few years ago
to a paraplegic patient and has demonstrated real functional
benefits for this patient, with an improvement of his American
Spinal Injury Association score from A to C.° However, in this
study the treatment used was complex, based on bOEC trans-
plantations with peripheral nerve bridging, making it difficult to
reproduce. That is why it is of primary importance to first pro-
pose OECs transplantation as a realistic therapy to enhance their
properties.

In our study, to maximize the effects of the transplanted cells,
we based our transplantation protocol on a meta-analysis in
which the authors describe the most effective way to transplant
OECs after SCI, with rostro-caudal injections, with small vol-
umes of injection, and with OECs cultures obtained from ol-
factory bulb.?

Specifically, it has been shown recently that axonal regrowth and
functional recovery can be greatly improved after SCI by adminis-
trating it in a time- and spatial-specific manner with an appropriate
combination of growth factors and chemoattractant molecules.”®
Based on these results, we hypothesized that modulating the expres-

sion of neurotrophic factors secreted by OECs can improve, in the
same way, tissue repair and functional recovery after SCI and trans-
plantation. First, to validate our hypothesis, we performed quantitative
polymerase chain reaction on a list of genes of axon growth inhibitory
and axon growth permissive molecules. It appears that the deletion of
ADAMTS4” in primary bOEC cultures mainly enhances the ex-
pression of these genes of axon growth permissive molecules, vali-
dating our main hypothesis.

Then, we transplanted ADAMTS4”~ bOECs in lesioned mice
and we demonstrated that the deletion of ADAMTS4 leads to
an improvement of electrophysiological and functional re-
coveries compared with the ADAMTS4"* bOECs transplanted
group. Moreover, to correlate these functional and electro-
physiological recoveries, we performed immunohistochemistry
analyses, and it appears that ADAMTS4” bOECs transplanta-
tion increases tissue repair. In particular, our results demon-
strate that ADAMTS4”~ bOECs transplantation modulates glial
scar in decreasing the GFAP-negative area into the lesion site
and more interestingly, we demonstrated that ADAMTS4”
bOEC transplantation also decreases the demyelinated area and
neurocan expression.
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Previously, studies have reported that overexpression of tro-
phic factors or chondroitinase ABC by OECs can enhance their
properties.”’”2° However, in these studies OECs have been
modified by virus infections, leading to a safety concern in
clinical trials. To our knowledge, our study is the first one re-
porting that OECs properties could be easily enhanced by
ADAMTS4 deletion.

Altogether, our study reveals, for the first time, that the potential
of primary bOECs transplantation can be enhanced by inhibition of
the expression of ADAMTS4. Indeed, in our study, ADAMTS4”
primary bOEC cultures upregulate their trophic factors expression
leading to an increase after SCI and transplantation of functional
recovery and tissue repair.
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Alors que la plupart des études se concentrent sur le potentiel thérapeutique des CGO et ses
effets neurorégénératifs et immunomodulateurs dans le cadre des LMTs, rares sont celles qui
qui se sont intéressées au mode d’action des CGO apres transplantation. Ce projet de recherche
s’inscrit ainsi dans ce cadre précis; en se basant sur I’hypothese que les effets bénéfiques de
la transplantation des CGO, décrits dans la littérature, pourraient étre la conséquence d’une
interaction des CGO, de maniere directe ou indirecte, avec les cellules souches endogenes de la

moelle, a savoir les cellules épendymaires.

Ce projet interne au laboratoire a été conduit sous la direction du Dr. Guérout et a fait 1’objet
de la these du Dr. Axel Honoré. Le travail consistait a mettre en commun les connaissances
établies grace aux deux projets précédents ; notre expertise dans le domaine des cellules souches
endogenes de la moelle et leur réactivité suite a la 1ésion médullaire, ainsi que les différentes
études internes du laboratoire explorant les différentes thérapies cellulaires et en particulier
I’utilisation des CGO [186, 255, 256].

En effet, plusieurs études ont montré 1’effet de la transplantation des CGO dans le cadre des
LMTs, en décrivant leur capacité a induire la repousse axonale permettant la préservation

cellulaire au niveau du site de la 1ésion [257].

Notre étude se base sur [Dutilisation de deux lignées de souris transgéniques
hFoxJ1-CreERT2::YFP, permettant le suivi spécifique des cellules épendymaires et leurs
progénies, et la lignée hFoxJ1-CreERT?:: YFP-Rasless, qui inhibe le cycle cellulaire des cellules

épendymaires sous la dépendance de la recombinase Cre activée par le tamoxifene.

Ces deux lignées ont été divisées en deux groupes, contrdle nommée « DF10S » et transplanté
nommée « bOEC ». Ces deux groupes de souris ont subi, par la suite, une hémisection
thoracique, suivie de deux injections de milieu de culture pour le contrdle ou de CGO issues

d’une culture primaire de bulbes olfactifs pour le groupe transplanté.

L’effet de la transplantation de CGO sur les cellules souches médullaires a été évalué in vitro
et in vivo. In vitro, I’effet des CGO sur le potentiel souche des cellules épendymaires a été
étudié via des cultures de neurospheres obtenues a partir de moelle de souris WT une semaine
apres lésion. Ainsi, il a été montré que la transplantation de CGO augmente le nombre de
neurospheres obtenues chez le groupe transplanté comparé au groupe contrdle. Ces résultats
ont été confirmés également in vivo, chez les souris hFoxJ1-CreERT2: YFP ou il a été observé
une augmentation du taux de prolifération des cellules épendymaires recombinées EDU*/YFP*

chez le groupe bOEC, deux semaines apres la 1ésion.
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[’ évaluation de la multi potentialité des cellules souches a été évaluée via des tests in vitro de
différenciation des neurospheres, générées a partir des premieres neurospheres. Ces expériences
ont montré une augmentation de la différenciation des cellules vers un profil neuronal (Tuj1+)
chez le groupe transplanté. In vivo, les quantifications deux semaines apres la 1ésion, nous ont
montré qu’a la suite de la transplantation, les cellules épendymaires se différencient plus en
astrocytes (GFAP*) au niveau du site de la 1ésion, contribuant ainsi a la formation de la cicatrice

médullaire.

A la suite de ces résultats et en se basant sur I’étude d’Anderson et al. montrant qu’apres une
1ésion médullaire les astrocytes secretent a la fois des facteurs inhibiteurs a la repousse axonale
mais également des facteurs permissifs [148], nous avons réalis€ une étude du profil
d’expression de ces mémes facteurs par PCR quantitative. Ceci nous a montré que les facteurs
inhibiteurs de la repousse axonale sont diminués chez les souris WT 1ésées transplantées par
rapport aux animaux contrdles. Suite a ces analyses de genes, des quantifications du taux de
survie des neurones résidents ont été effectuées, nous avons pu constater ainsi une
augmentation du nombre de neurones dans le groupe transplanté par rapport au groupe
controle. Ces résultats peuvent expliquer les effets de la transplantation de CGO décrits dans la
littérature sur la repousse axonale et la récupération fonctionnelle et consolident ainsi
I’hypothese que les CGO modifient le microenvironnement lésionnel en le rendant plus

permissif.

Afin d’investiguer si ces effets nécessitent la présence des cellules épendymaires ou bien si les
CGO « seules » peuvent induire ces effets, nous avons reconduit ces expériences, mais en
utilisant des souris hFoxJ1-CreER™2::YFP-Rasless. Ainsi, dans ce modéle, nous avons montré
que la transplantation de CGO n’influencgait plus 1’expression des facteurs inhibiteurs ou
permissifs a la repousse axonale. De la méme facon, dans ce modele, la transplantation de
CGO n’avait pas d’influence sur la survie neuronale. Ceci nous laisse suggérer que I’action des

CGO est médiée par les cellules épendymaires.

Pour conclure, cette étude a montré 1’effet de la transplantation de CGO sur le potentiel souche
des cellules épendymaires qui se trouve augmenté in vitro et in vivo, ainsi que sur leur capacité
a induire une différenciation de ces cellules souches endogenes, apres leur migration au site de
la Iésion, vers un profil astrocytaire. Nous avons également montré que les CGO transplantées
apres une lésion médullaire peuvent créer un microenvironnement permissif pour la repousse
axonale, favorisant la survie des neurones. Enfin, notre étude a montré que I’effet des CGO est

« cellules épendymaires dépendant ».
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Des études single cell sont en cours de réalisation afin de finaliser cette étude, dans le but de
caractériser au mieux 1’effet des transplantations de CGO sur les cellules épendymaires. Pour
ce faire, des tris cellulaires au FACS ont été effectués afin de récupérer spécifiquement les
cellules épendymaires et leur progénie sur la base de 1’expression de marqueurs fluorescents
(tdTomato) chez des souris 1ésées et 1ésées transplantées. Ces cellules tdTomato positives
serviront a réaliser des études de single cell par le biais de la technique Smart-Seq3. Ces
expériences seront réalisées en collaboration avec la plateforme Scilife du Karolinska
Institutet.






Resident neural stem cells guarantee the regeneration promoted by bulbar olfactory

ensheathing cell transplantation after spinal cord injury

Xiaofei Li'"t, Axel Honore?*, Quentin Delarue?’, Chaima Chalfouh?, Marine Di
Giovanni®, David Vaudry?, Mathieu Salaun*, Jean-Paul Marie?, Fanie Barnabé-Heider!®,
Nicolas Guérout!*+

1Department of Neuroscience, Karolinska Institutet, 17177 Stockholm, Sweden.

“Normandie Univ, UNIROUEN, EA3830-GRHV, 76000 Rouen, France; Institute for Research
and Innovation in Biomedicine (IRIB), 76000 Rouen, France.

3Normandie Univ, UNIROUEN, PRIMACEN, Institute for Research and Innovation in
Biomedicine (IRIB), Mont-Saint-Aignan, France.

“Normandie Univ, UNIROUEN, LITIS EA 4108, 76000 Rouen, France. Institute for Research
and Innovation in Biomedicine (IRIB), 76000 Rouen, France.

SDepartment of Neurosciences, Research Center of the University of Montreal Hospital
(CRCHUM), QC H2X 0A9 Montreal, Canada.

“Equal contribution

Address correspondence to:
TCorresponding authors.

Lead contact: Nicolas Guérout (nicolas.guerout @univ-rouen.fr);

Co-correspondance: Xiaofei Li (xiaofei.li @ki.se)



mailto:nicolas.guerout@univ-rouen.fr
mailto:xiaofei.li@ki.se

ABSTRACT

Both cell transplantation and modulating endogenous neural stem cells have raised great hope
for regenerative medicine. Recently, clinical data showed that autologous transplantation of
bulbar olfactory ensheathing cells (bOECs) enhanced substantial functional recovery in human.
However, the cellular mechanisms behind the effects of transplanted bOECs on the injured
spinal cord are still poorly understood, which leads to the difficulty in clinical repetitions.
Ependymal cells, the endogenous spinal cord stem cells, are shown essential for tissue
restriction and neuronal survival after spinal cord injury (SCI). By using FoxJ1-CreERT2-YFP
mice to fate-map ependymal cells, we found that bOECs transplantation enhances the stem cell
potential of ependymal cells after SCI both in vivo and in vitro, and it modulates
microenvironment for better axonal regrowth and neuronal survival. Surprisingly, by using
FoxJ1-Rasless mice to specifically block ependymal cell proliferation, we no longer observed
the regenerative effects promoted by bOECs transplantation. Altogether, our data provide a
model that the bOECs transplantation therapy is dependent on the activated ependymal cells for

the enrichment of the microenvironment and promoting neuronal survival after SCI.

Key words: Ependymal cells; olfactory ensheathing cell; self-renewal; differentiation; spinal

cord injury.



INTRODUCTION

Spinal cord injury (SCI) is currently a chronic incurable disease with reported incidences
ranging from 9.2 to 246 cases per million of the population a year depending on the area
surveyed (Ahuja et al., 2017; Siddiqui et al., 2015). SCI typically results in permanent
functional impairment in locomotion and sensation below the injury level, and can also cause
neuropathic pain, spasticity and incontinence (Westgren and Levi, 1998). There is currently no
therapy to enhance recovery and the only available treatments include surgical intervention to
prevent further damage and symptomatic relief of pain and infections in the acute and chronic

phase, respectively (Ahuja et al., 2017).

The success of novel therapies will most likely require a combinatorial approach because the
mechanisms of cellular and functional loss upon injury are complex and evolve overtime. The
key factors leading to the lack of complete regeneration and recovery of function are the
formation of an inhibitory glial environment, neural cell death, demyelination, axonal
degeneration and lack of regrowth and inflammatory response (Barnabe-Heider and Frisen,
2008).Therefore, cell transplantation has been proposed as a source to alleviate this cellular loss
(Barnabe-Heider and Frisen, 2008). To date, a wide variety of cells has been used as
biotherapies to cure SCI in different animal paradigms (Assinck et al., 2017; Barnabe-Heider
and Frisen, 2008; Tetzlaff et al., 2011). Specifically, olfactory ensheathing cells (OECs) have
been shown to enhance recovery and could be a very attractive therapeutic approach (Mayeur
et al., 2013). Indeed, OECs transplantations have been applied to a paraplegic patient in a
clinical trial study and have shown beneficial effects (Tabakow et al., 2013). However, due to
the lack of mechanisms of the contribution of endogenous spinal cord cells in response to the

therapy, even though other patients that received similar OECs transplantation also achieved



significant recovery, their recoveries did not reach the same level of the patient previously

reported (Wang et al., 2016).

One advantage of OECs transplantation is that these cells are differentiated glial cells and thus
cannot give rise to other cell types nor arise risks for teratoma formation after transplantation
(Khazaei et al., 2016). Therefore, in both animal and human trials, the most possible relevant
mechanisms of regeneration promoted by OECs transplantation could be the recruitment and
activation of endogenous stem and progenitor cells by OECs. Previous fate-mapping studies
using transgenic mouse models based on CreER driven by FoxJ1 promoter reveal that since
juvenile stage, ependymal cells are the spinal cord stem cells and can give rise to astrocytes and
oligodendrocytes after SCI (Barnabe-Heider et al., 2010; Li et al., 2018b; Li et al., 2016; Meletis
et al., 2008). Moreover, it has been shown that using a FoxJ1-Rasless mouse model in which
ependymal cell proliferation is specifically blocked upon SCI, ependymal cells play a critical
role in glial scar formation and are required for neuronal survival adjacent to the lesion
(Sabelstrom et al., 2013). These studies confirm that ependymal cells are required for glial scar
formation and to maintain the integrity of the injured spinal cord. On the other hand, it has been
shown that OECs transplantation can allow better axonal regrowth by reducing the intensity of
glial scar, in which differentiated ependymal cells are one of the key components (Burda and
Sofroniew, 2014; Sabelstrom et al., 2013; Zukor et al., 2013). These studies further suggest that

OECs could have modulation effects on the endogenous stem and glial cells.

In this study, we took advantage of inducible FoxJ1 transgenic mouse lines to investigate the
response of ependymal cells after SCI and OECs transplantation. We used bulbar OECs
(bOECs) for transplantation upon SCI and found that bOECs can activate and recruit

endogenous ependymal stem cells after SCI in both in vivo and in vitro experiments. The



transplantation of bOECs can modulate the microenvironment to be more permissive for axonal
regrowth and also increase neuronal survival together with ependymal cells. Moreover, by using
FoxJ1-Rasless mice to specifically block the proliferation of ependymal cells, we no longer
observed the effects regarding microenvironment enrichment and neuronal survival in the
absence of proliferating ependymal cells. Our data suggest that bOECs per se are insufficient
to achieve beneficial effects for injured spinal cord, while the regenerative and neuroprotective

effects by bOECs transplantation are dependent on ependymal cells after SCI.

Altogether, our data provide a new model to potentially explain the effects by some cell
transplantation therapies. We propose that activated ependymal cells are playing an essential
role for the effects by bOECs transplantation therapy, which further inspires the next generation

therapeutic possibilities for SCI.



Materials and methods

Animals

All experiments were conducted in accordance with the guidelines of the French Board of
Agriculture. We used two mouse lines in this study, including randomized grouped male and
female. In addition, a Luciferase (LUX) thereafter mouse line Tg(CAG-luc,-
GFP)L2G85Chco** (FVB-Tg(CAG-luc,-GFP)L2G85Chco/J), was also used (Cao et al., 2004;
Sheikh et al., 2007).

Adult mice tamoxifen-inducible FoxJ 1—CreERT2(Jacquet et al., 2011; Jacquet et al., 2009;
Ostrowski et al., 2003), with a C57BL/6 genetic background were crossed with Rosa26-YFP
reporter mice. FoxJ1-CreER™-Rasless-YFP mice were used to conditionally delete the N-, K-,
H-ras genes to block the proliferation of ependymal cells upon tamoxifen administration
(Sabelstrom et al., 2013). To induce recombination, we injected 60 mg/kg of body weight once
daily for 5 days. Clearance of tamoxifen was allowed for one week before the start of the SCI
experiments.

Primary olfactory bulb culture and cell transplant preparation

Olfactory bulb (OB) primary cultures were prepared as described previously by our team with
slight modifications (Guerout et al., 2010; Honore et al., 2012). Mice were killed by lethal dose
of sodium pentobarbital (150 mg/kg body weight) and decapitated. OB were immediately
dissected and placed into Hank's buffered salt solution (HBSS) after removing meninges. HBSS
containing 0.1% of trypsin (Invitrogen) and OB were incubated for 20 min at 37°C.
Trypsinization was stopped by adding Dulbecco's Modified Eagle's/Ham's F12 medium
(D.M.E.M/F12, Invitrogen), supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (F.B.S, Invitrogen)
and 0.5% penicillin/streptomycin (Invitrogen) (DF-10S). The tissue was centrifuged at 1.500
RPM for 5 min, resuspended in DF-10S and centrifuged again. Tissue was then triturated using

a micropipette, until a homogenous cell suspension was obtained. Cells were plated in DF-10S



in 75 cm? flasks (SARSTED). The flasks were incubated at 37°C, 5% CO,. The medium was
changed every two days. Ten days after plating, OB primary cultures (bOECs) were confluent.
Before surgery, cultures were trypsinized to remove them from the dishes, and the cells were
counted using a hemocytometer. bOECs cultures cells were resuspended in DF-10S at

concentration of 25 000 cells/uL. DF-10S was used as control group.

Surgical procedure and cell transplantation

Stereotaxic frame with his micromanipulator arm (World Precision Instrument) was used for
surgery to facilitate cells transplantation procedure. Before and after surgery, mice received an
intramuscular injection of nabulphine hydrochloride (10 mg/mL, Mylan). Animals were kept
under anesthesia with 2% of isofluorane (1000mg/g, Piramal Healthcare UK Limited) and body
temperature was maintained during entire surgical intervention. After being shaved and
disinfected with betadine, mouse dorsal skin was incised and muscles were dissected to expose
laminae T9-T11. Posterior part of vertebrae were countersank in order to create an ample space
for lesion and injections. After laminectomy, the dura mater was removed and bOECs
transplantations were performed. Cells or medium were injected using 2.5 uLL. Hamilton glass
syringe, connected to a 1 mm sterile glass capillary needle and attached to micromanipulator.
Injections were delivered on left spinal side at 1 mm depth, 1.5 mm from the midline, 5 mm
rostrally and caudally from the lesion site. Each animal received a total of 2 injections (2x2uL),
which contained cellular suspension (25000 cells/uL) or DF-10S. Injectate was slowly
delivered within 1 min, followed by holding the needle at the injection site during 2 min and
another minute to carefully withdraw the injection needle. Immedialty after injections, a dorsal
hemisection was performed with 25 Gauges needle.

After surgery, mice were placed back in their home cages. Mice underwent daily checks for

general health, mobility within the cage, wounds, swelling or infections. The animals showed



neither skin lesions, infection nor autophagy throughout the study. Bladders were manually
expressed after operation until needed.

EdU, 5—ethynyl-2'—deoxyuridine (0,075mg/mL and 1% of sucrose, life) was administered with
drinking water, exchanged every third day and kept in the dark. Following SCI, EdU was given
twice by intraperitoneal injections (1,5mg/mL in PBS, 100uL per injection) at 6 hours interval,

followed by administration in the drinking water for up to 7 days.

Neural Stem Cells Cultures

Animals were sacrificed one week after SCI. Spinal cord cells were dissociated and neurosphere
cultures were established as described (Li et al., 2016; Meletis et al., 2008). All cells isolated
from one spinal cord were plated in 75 cm? culture dishes. First, neurospheres were harvested
after 2 weeks in culture and then were dissociated into single cells for passage or differentiation.
Approximately 100,000 cells per animal were plated in a 25 cm? culture dish for the next
generation of neurospheres, and all the new neurospheres (second, third and fourth generations)
were harvested after one week in culture. Dissociated primary neurospheres, approximately
70,000 cells/well, were plated in poly-L-lysine-coated chamber slides (Sigma) for
differentiation with growth factors-free medium supplemented with 1% fetal bovine serum.
Two to four independent experiments per group were performed. After 2 weeks in
differentiation condition, immunocytochemistry was performed as described (Supplementary

Figure 1).

Bioluminescence imaging

An in vivo XTREM 4XP spectrum cooled charge-coupled device optical macroscopic imaging
system (Brucker, Billerica, MA, USA) was used for bioimaging. The bOECs were injected into
the injured spinal cord with D-Luciferin (150 ng/ml), and the photon counts were examined on

day 1. Thereafter, the survival of the bOECs was monitored for 2 weeks via intraperitoneal



injections of D-Luciferin (0.3 mg/g body weight) and measurements of the photon counts as
previously described using Brucker molecular imaging software (Takano et al., 2017).
Immunohistochemistry

Animals were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (150 mg/kg body weight) and
perfused transcardially with PBS followed by ice-cold 4% formaldehyde in PBS. Dissected
spinal cords were post-fixed overnight at 4°C and cryoprotected in 30% sucrose solution in
PBS. The tissues were embedded into OCT (Tissue-Tek®, Sakura). Coronal and sagittal 20pum
sections were collected alternating on ten (8-10 sections per slide). Sections were incubated
with blocking solution (10 % Normal Donkey serum, 0.3% Triton-X100), then incubated
overnight at room temperature in a humidified chamber with primary antibodies diluted in
blocking solution. The following antibodies were used (Supplementary figure 1). EAU was
detected with the Click-iT® EdU Alexa Fluor® 594 imaging kit (Invitrogen) using the
Manufacturer’s instructions. After washing, antibody staining was revealed using species-
specific fluorophore-conjugated (Cy3, Cy5 or Alexa 488 from Jackson Immuno Research)
secondary antibodies. Sections were counterstained with DAPI (1ug/mL) and sections were
coverslipped with Vectashield mounting media (Vector Labs). Pictures were taken using a Zeiss

LMS700 microscope. Image processing and assembly was performed in ImageJ or Photoshop.

Image acquisition analysis

Confocal representative images of the lesion site and spinal cords were acquired using the Zeiss
LSM700 or Zeiss LSM800 microscope set up.

SCI and transplantation studies used coronal sections for analysis. For cell culture analysis, 6-
8 randomly selected views per well were used for analysis, and at least 3 wells per animal were
used for statistical analysis. Quantification of the number of cells were performed using the
Zeiss Apotome?2 microscope set up. The quantification of cells was performed in 2-4 sections

per animal. For each experimental group and staining, 3-9 animals were analyzed.



Real time PCR

Real time PCR experiments were performed to evaluate the level of mRNA expression of the
axonal growth inhibitory and axonal growth permissive molecules and also neurotrophic
factors. Mice were killed 2 weeks after SCI and spinal cord were immediately dissected on dry
ice. Total RNAs from these tissues samples were extracted using Tri-reagent (Sigma) and
Nucleospin RNAII kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s protocol. From each
sample, 1.5 pg of total RNA was converted into single stranded cDNA using the ImPromII
reverse transcriptase kit (Promega) with random primers (0.5pg/ml). Real time PCR
experiments were performed and monitored by ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Life Technologies). The primer pairs used for the different genes analyses have been
previously described (Anderson et al., 2016; Sabelstrom et al., 2013). Mouse glyceraldehydes-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) cDNA was used as control. Relative expression between
a given sample and a reference sample was calculated using the 22 method, where ACt is the
difference in the Ct values for the target gene and the reference gene.

Statistical analysis

Statistic were run with Student’s T-test for comparing two groups and Student’s T-test with
Bonferroni’s correction for more than two groups’ comparisons. *P<0.05, **P<0.01, and

*#%P<0.001. For each experimental group and staining, 3-9 animals minimum were analyzed.
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RESULTS

Transplantation of bOECs increases ependymal cell proliferation self-renewal capacity

Before to study the effects of bOECs transplantations on endogenous cell types, we first
evaluated the survival of bOECs after transplantation in non-immunodeficiency mice. We
isolated bOECs from luciferase animals (Cao et al., 2004; Sheikh et al., 2007) and transplanted
the luciferase+ bOECs into WT animals after SCI. As previously described by others,
transplanted bOECs stayed in the spinal cord without obvious migration and significantly

reduced their number after 2 weeks post injury (Figure 1A-B).

To evaluate the control group, we compared FoxJ1-CreER™2-YFP mice with or without DF10S
media injection without SCI, and observed that the DF-10S injection did not induce any cellular
response of ependymal cells or astrocytes in the uninjured spinal cord (Data not shown). It has
been shown that in intact spinal cord, ependymal cells around central canal rarely divide but
they start proliferating vigorously after SCI (Barnabe-Heider et al., 2010; Meletis et al., 2008).
To investigate whether bOECs transplantation after SCI affects ependymal cell proliferation
both in vivo and in vitro, after tamoxifen administration and clearance period, we transplanted
bOECs from WT mice into FoxJ1-CreER™-YFP mice (both mice share C57BL/6 genetic
background) and labeled the proliferative cells with EQU administration via drinking water
during 1 week. We found that SCI leads to a strong incorporation of EdU in recombined
ependymal lineage cells (72,5 + 1,745%) while even significantly more in the transplantation
group (83,07 % £ 0,913%) (Figure 1 C-E), suggesting that bOECs transplantations after SCI
enhance the proliferative potential of ependymal cells in vivo. The same experiments were
performed to FoxJ1-CreER™-YFP mice without injury, but bOECs transplantations do not
induce higher ependymal cell proliferation in vivo, compared to uninjured mice without bOECs

transplantation (Data not shown).

11



We next assessed the spinal cord self-renewal potential after OECs transplantation in vitro. We
used the same surgical protocol as described above. It has been proved that the stem cells
potential is confined to ependymal cells in vitro (Barnabe-Heider et al., 2010). To study whether
bOECs transplantations would change this potential of ependymal cells or other cell types, we
performed neurosphere assay in FoxJ1-CreERT2-YFP. After tamoxifen injection and surgical
procedure, dissociated spinal cord were cultured to produce neurospheres (Figure 1F) and a
small piece of cervical biopsy was kept for in vivo comparison. We found that bOEC
transplantation does not change the stem cell potential of ependymal cells, nor promote another
stem cell niches with or without SCI. Indeed, the recombination patterns of in vivo and in vitro
were the same in the primary neurospheres, suggesting that all the in vivo recombined
ependymal cells give rise to neurospheres in both groups (Figure 1G). Moreover, 100% of the
second and third neurospheres were YFP positive, indicating that the stem cell potential is only
confined to ependymal cells upon bOECs transplantation (Figure 1H). These recombination
patterns are similar to the ones previously described in uninjured and injured animals without

bOEC:s transplantation (Barnabe-Heider et al., 2010; Li et al., 2016).

We then further studied the effects of bOECs on self-renewal potential of ependymal cells in
vitro. We performed neurosphere assay with WT animals under four conditions, including 1)
no injury as baseline, 2) SCI with DF10S, 3) no injury but with bOECs transplantation and 4)
SCI with bOECs transplantation. We quantified and compared the total number of generated
neurospheres per 100,000 cells for each passage and set the group with no injury nor bOECs as
one fold (Figure 11-L). We found that SCI results in two times more neurospheres than healthy
control, while bOECs transplantation after SCI can lead to double amount of neurospheres
compared to SCI group. Interestingly, without SCI, the self-renewal potential of ependymal
cells was also able to be activated highly as the SCI group, suggesting that either SCI or bOECs

transplantation is sufficient to increase the self-renewal potential, while the effect reaches the
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highest level after both SCI and bOECs transplantation. As previously described, self-renewal
potential gradually becomes constant over passages regardless of the paradigm tested (Figure
1I-L) (Li et al., 2016). Therefore, these in vivo and in vitro data indicate that bOECs

transplantations in spinal cord can highly enhance the self-renewal potential of ependymal cells.

bOECs transplantation changes ependymal cell progeny

It has been previously shown that after SCI, proliferative ependymal cells leave the central
canal, differentiate into glial cell lineage and migrate to the lesion site (Barnabe-Heider et al.,
2010; Meletis et al., 2008; Sabelstrom et al., 2013). We further investigated the effects of
bOECs transplantation on the fate of ependymal progeny after spinal cord dorsal hemisection
(T9-T10). FoxJ1-CreER™-YFP mice were used to fate map the ependymal cells and follow the
activation, migration and differentiation of their progeny after SCI in vivo. Two weeks and
fourteen weeks after surgery, we sacrificed the animals and performed immunohistochemistry
analysis. We found that 2 weeks after SCI, ependymal cells start to leave the central canal and
migrate to the lesion site in both DF10S and bOECs transplantation groups (Figure 2A, E).
Similarly to previous studies (Barnabe-Heider et al., 2010), we observed that the ependymal
progeny highly express Sox9 in both DF10S and bOECs groups at around 80%, while no
significance was found between the proportion of YFP+Sox9+ or YFP+Olig2+ costaining.
However, while it was consistent with previous study that ependymal lineage gives rise to
around 15%-20% GFAP+ cells (Barnabe-Heider et al., 2010), we found that there was almost
three times more YFP+GFAP+ cells in bOECs group than DF10S group (45.0+4.5% V.S. 15.5
+ 1.9%), suggesting that bOECs induce more ependymal cells to differentiate into astrocytes,
but not more oligodendrocytes (Figure 2A-I). After 14 weeks, a higher proportion of
YFP+Sox9+ cells was observed in transplanted group in comparison to control group while no
significance was observed in YFP+GFAP+ cells (Figure 2A-H, J), which is probably due to

the decrease of GFAP expression of reactive astrocytes after the glial scar is formed. These data
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suggest that bOEC transplantation strongly induces an astrocytic differentiation of ependymal

cells in vivo (Figure 21-J).

To further investigate whether bOECs transplantation affects stem cell differentiation in vitro,
we performed differentiation assay on the neurospheres derived from ependymal cells as
previously described (Meletis et al., 2008). Neurospheres from spinal cord display multipotency
and can give rise to astrocytes, oligodendrocytes and neurons in vitro (Barnabe-Heider et al.,
2010; Liet al., 2018a; Li et al., 2016). After differentiation of the primary neurospheres (Figure
2K-M), we used antibody CNPase to identify oligodendrocyte lineage and Tujl for neuronal
lineage respectively. Similarly to previous studies (Li et al., 2018b; Li et al., 2016), adult spinal
cord neurospheres generate a low proportion of CNPase+ cells at around 0.5% (Figure 2K and
N) , which significantly increased and was doubled after SCI (Figure 2N), regardless of bOECs
transplantations. On the contrary, bOECs transplantation significantly increased the proportion
of Tujl+ cells compare to the non-transplantation groups in both uninjured conditions (from
1.3 £ 0.06% to 3.6 £ 0.61% ) and injured conditions (from 2.3 + 0.17% to 3.8 + 0.23%),
respectively (Figure 20). These data suggest that bOECs transplantation increases neuronal

differentiation while SCI increases oligodendrocytic differentiation of ependymal cells in vitro.

bOEC:s transplantation enriches the scar environment for axonal regrowth

It has been suggested that after SCI, astrocytes become reactive and contribute to the inhibitory
glia scar by assembling and secreting a large amount of CSPG (Chondroitin Sulfate
Proteoglycan) that act as the major barrier for regenerating axons (Cregg et al., 2014; O'Shea et
al., 2017). It has been also described that ependymal cells derived astrocytes do not contribute
to the production of axonal growth-inhibiting CSPG (Meletis et al., 2008). As bOECs
transplantation increases the differentiation of ependymal cells progeny to astrocytes (Figure

2F and I), we further assessed whether these ependymal cells-derived astrocytes after bOECs
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transplantations are CSPG producing astrocytes. We analyzed the expression of Neurocan, one
major inhibitory produced CSPG upon SCI (Jones et al., 2003). 2 weeks after SCI, we found
that some YFP+GFAP+ cells in SCI with DF10S control group had expression of Neurocan,
while bOECs transplantation group had almost none expression in the lesion core (Figure 3A-
B), suggesting that bOECs further decrease the expression of Neurocan by the astrocytes
derived from ependymal cells. To further study more broadly whether bOECs transplantation
induces a more axonal regrowth permissive micro-environment by modulating scar formation,
we performed qPCR experiments for a number of axonal growth permissive and inhibitory
molecules, using the similar list reported recently (Anderson et al., 2016) (Figure 3C-D,
Supplementary figure 2). Taking advantage of this list of axonal growth permissive and
inhibitory genes, we took the lesion tissues of WT animals 2 weeks after SCI with and without
bOECs transplantation for gPCR, and we compared to uninjured WT animals used as control
(baseline, indicated as dashed line in figures) (Anderson et al., 2016) (Supplementary Figure
2). Similarly to previous study, we found in both groups, independently of bOECs
transplantation, that SCI induces an increase of the axonal growth permissive genes (Anderson
et al., 2016). Even though bOECs transplantation induces a decrease in the expression of a
small number of the axonal growth permissive genes, most of the genes in this category were
found unchanged with or without bOECs transplantation (Figure 3C). However, 9 out of 10
genes from the top 10 axonal growth inhibitory genes list were significantly down regulated in
bOECs group (Figure 3D), and 8 of these genes had an dramatically decreased expression level
down to the ones of uninjured animals (Figure 3D). These results suggest that bOECs
transplantation enriches the microenvironment of the injured spinal cord for better axonal

regrowth, partly by inhibiting the expression of axonal growth inhibitory molecules.
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bOEC:s transplantation promotes neuronal survival after SCI

Previous study showed that ependymal cells secret neurotrophic factors to maintain neuronal
survival after SCI (Sabelstrom et al., 2013). Our study showed that bOECs increase the
proliferation of ependymal cells (Figure 1). Therefore, we analyze whether the increased
number of ependymal cells by bOECs transplantation can promote better neuronal survival.
Our data showed that the number of NeuN+ cells decreased over time (from 2-14 weeks after
SCI) in the SCI+DF10S group, while the survived neurons maintained their cell numbers 14
weeks after SCI with bOECs transplantation (Figure 3E-G), suggesting that bOECs
transplantation increased neuronal survival, probably due to the effect of increasing the

ependymal cell proliferation.

The endogenous ependymal cells are required for regenerative effects promoted by
bOEC:s transplantation

As ependymal cells were found to be vital for neuronal survival by modulating the
microenvironment after SCI (Sabelstrom et al., 2013), while the number of ependymal cells can
be expanded after bOECs transplantation (Figure 1), it is thus unknown whether the beneficial
effects shown after bOECs transplantation is independent from the increased number of
ependymal cells. Therefore, we took advantage of another transgenic mouse model FoxJ1-
Rasless to specifically ablate the proliferation of ependymal cells and thereby block the
generation of ependymal cell progeny upon injury (Sabelstrom et al., 2013). We transplanted
the same number of bOECs into FoxJ1-Rasless animals like the ones into WT animals, and
found that the bOECs also decreased significantly during a two-week post-transplantation
period but with more substantial loss than the ones in WT (Figure 4A-B).

To study the role of bOECs transplantation on spinal cord microenvironment, we took

advantage of the list of axonal growth permissive and axonal growth inhibitory genes again as
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shown in Figure 3. Our qPCR experiments on lesioned FoxJ1-Rasless animals 2 weeks after
SCI with and without bOECs transplantations showed that in this FoxJ1-Rasless model, bOECs
transplantation fails to modulate axonal growth inhibitory genes (Figure 4C-D), differently
from that in FoxJ1-CreER™-YFP mice (Figure 3D), suggesting that ependymal cells are
required to proceed the axonal regrowth effects by bOECs transplantation. Moreover, we
investigated whether the neuronal protection effects by bOECs transplantation is also dependent
on ependymal cells. We used both FoxJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-Rasless animals for SCI and
bOECs transplantations at 2 and 14 weeks after SCI, and we compared the neuronal survival
levels. We found that 2 weeks after SCI, bOECs transplantation achieved neuronal protection
more significantly than DF10S group after SCI in FoxJ1-CreER™-YFP mice, but failed to do
so in the absence of proliferative ependymal cells in FoxJ1-Rasless mice where the cell cycle
of ependymal cells is blocked (Figure 4E). We also found the similar consequence of neuronal
survival 14 weeks after SCI and transplantation, regarding the failure of neuroprotection with
bOECs (Figure 4F). These data suggest that ependymal cells are required for neuronal
protection, and play an essential role in promoting neuronal survival and microenvironment

modulation by bOECs transplantation.
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DISCUSSION

In this study, we provide evidence that activated ependymal cells are required as an essential
player to guarantee to process the effects by bOECs transplantation. By using different
transgenic mouse models, we have discovered that 1) bOECs transplantation can enhance the
stem cell potential of spinal cord stem cell after SCI; 2) bOECs transplantation modulates
microenvironment for better axonal regrowth and neuronal survival; and 3) the beneficial
effects on the injured spinal cord by bOECs transplantation are dependent on the activated

spinal cord stem cells.

It has been widely shown that OECs transplantation is an attractive therapy for SCI treatment,
in both animal models and clinical trials. These studies showed that OECs can secret factors
that promote axonal regrowth and improve functional recovery (Lakatos et al., 2000; Polentes
et al., 2004; Ramon-Cueto et al., 1998; Stamegna et al., 2011; Tabakow et al., 2013; Tabakow
et al., 2014; Wang et al., 2016; Yamamoto et al., 2009). However, the survival of OECs is
relatively short after transplantation for just 2 weeks (Khankan et al., 2016), while the recovery
could be present during months. Therefore, it is unclear whether these beneficial effects on the
injured spinal cord are directly from OECs, or are dependent on other cell types that are
modulated by OECs and further proceed a prolonged effect. Previous discoveries have
demonstrated that spinal cord stem cell potential is confined to ependymal cells around the
central canal, and confirmed that ependymal cells are essential for glial scar formation and
neuronal survival after SCI (Barnabe-Heider et al., 2010; Sabelstrom et al., 2013). In our study,
taking advantage of FoxJ1-CreER™-YFP mice to lineage trace ependymal cells, we showed
that bOECs increase the proliferation and astrocytic differentiation of ependymal cells in vivo
while enhance self-renewal potential of ependymal cells in vitro, suggesting that bOECs can
modulate ependymal cells to better proliferate and contribute to the glial scar formation. These

data suggest that bOECs transplantation can modulate endogenous stem cells, and further
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provide a potential explanation of the prolonged effects after transplanted bOECs disappear in

Vivo.

Whether more astrocytes derived from ependymal cells after bOECs transplantation is
beneficial for the SCI recovery is a concern due to the potential inhibitory effect of axonal
regrowth. Indeed, it has been widely studied that the glial scar, mainly formed by astrocytes,
displays a role in inhibiting axonal regrowth (Burda and Sofroniew, 2014; Zukor et al., 2013).
However, even though astrocytes in the glial scar secrete both inhibitory and promoting axonal
regrowth factors after SCI, recent studies show that depleting astrocytes or ependymal cell-
derived astrocytes after SCI leads to a severer injury (Anderson et al., 2016; Sabelstrom et al.,
2013). In our study, we showed that there is a higher number of astrocytes derived from
ependymal cells after bOECs transplantation but they do not exhibit Neurocan expression,
suggesting that this population of astrocytes derived from ependymal cells may not inhibit
axonal regrowth. As we found higher number of ependymal cell-derived astrocytes after SCI
upon bOECs transplantation, these astrocytes could be very beneficial for the reinforcement of

the spinal cord.

Taken the list of gene expression of permissive and inhibitory axonal growth molecules
previously reported (Anderson et al., 2016), our gPCR data showed that most of the genes of
inhibitory axonal growth showed significantly lower expression after bOECs transplantation.
However, by using FoxJ1-Rasless mice to specifically block the cell cycle of ependymal cells,
we did not find obvious differences of the gene expression profiles regarding permissive and
inhibitory axonal growth between DFI10S and bOECs transplantation groups after SCI,
suggesting that ependymal cells are required for bOECs transplantation to modulate the
microenvironment for axonal regrowth. Furthermore, it has been shown that ependymal cells

are required for neuronal survival after SCI due to their regulation of the expression of
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neurotrophic factors (Sabelstrom et al., 2013). We observed that more survived neurons in the
injured spinal cord in bOECs group both 2 weeks and 14 weeks after SCI since bOECs can
expand the pool of ependymal cells, but this is only shown in the presence of proliferative
ependymal cells. Indeed, in the absence of ependymal cells in FoxJ1-Rasless animals, no
significance regarding the neuronal survival levels was found in the injured spinal cord between
bOECs transplantation and DF10S groups, suggesting that ependymal cells are required for the

neuronal protection effects promoted by bOECs transplantation treatments.

In addition, in the field of cell therapy for SCI, it is mainly proposed in two directions: to
modulate the endogenous stem cells or cell transplantations (Assinck et al., 2017; Barnabe-
Heider and Frisen, 2008; Gomez et al., 2018; Stenudd et al., 2015). However, even though
endogenous stem and progenitor cells can be modulated by conditional knockout specific genes
(Dias et al., 2018; North et al., 2015), it is still difficult to apply these means for treatments in
the therapeutic perspective due to current technical limitations. On the other hand, bOECs
transplantation has been shown for promoting regeneration potentials of the injured spinal cord
without having risks of uncontrollable cell growth and fates like stem cells (Khazaei et al.,
2016). Our study provides a practical way to use cell therapy to modulate endogenous stem

cells for potential SCI cures.

Altogether our study reveals, for the first time, that bPOECs transplantation activates endogenous
ependymal cells, which in return, guarantee the enrichment of microenvironment and neuronal
survival after SCI. Our data propose a model that ependymal cells possess an essential role in
process the effects promoted by cell transplantation therapies for SCI treatments. This project
is paving the way of a new concept in biotherapy field focusing on activation, recruitment and

modulation of endogenous spinal cord stem cells for future SCI therapeutic possibilities.
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Figure legends

Figure 1. The transplantation of bOECs increases self-renewal capacity and proliferation
of ependymal cells. A-B) Representative images of luciferase+ cells in WT mice 1 week and
2 weeks post-transplantation and quantification of luciferase signals. C-D) Representative
confocal images of coronal section of adult lesioned spinal cord from FoxJ1-CreER™-YFP
mice 2 weeks after SCI of DF10S (C) and bOECs mice (D). Scale bar: 25um. E) Quantification
of proliferating EdU+YFP+ positive recombined cells in vivo 2 weeks after SCIL
Quantifications are expressed as average + SEM. N=5 animals. F) Representative confocal
image of primary cultured recombined neurospheres from FoxJ1-CreER™-YFP injured mice.
Scale bar: 200 pm. G) Quantification of in vivo recombined reporter+ cells and in vitro
recombined neurospheres from FoxJ1-CreER™-YFP mice after bOECs transplantation from
non-SCI and SCI mice. H) Comparative quantification of recombined neurospheres over
passages from FoxJ1-CreER™-YFP mice after bOECs transplantation from non-SCI and SCI
mice. [-L) Quantification of the total number of neurospheres derived from 100,000 cell over
passages from SCI or uninjured WT mice that received DF10S or bOECs 1 week after injury.
Quantifications are expressed as average + SEM. N=3-4 animals per analysis including at least

two independent culture experiments were performed. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001.

Figure 2. bOECs transplantation changes ependymal cell progeny in vivo and in vitro. A-
H) Representative confocal images of coronal section of adult lesioned spinal cord from FoxJ1-
CreER™-YFP mice 2 weeks after SCI and injection of DF10S (A-D) and transplantation of
bOECs (E-H). Scale bar: 200um (A and E) and 50um (B-D, F-H). Identification of cells derived
from YFP+ recombined ependymal cells were identified by GFAP (B and F), Sox9 (C and G)
and Olig2 (D and H). I-J) Quantification of double positive recombined cells in the spinal cord
2 weeks (I) and 14 weeks (J) after SCI. K-M) Representative confocal images of differentiated

cells derived from primary neurospheres from WT adult mice one week after SCI from bOECs
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mice. Scale bar: 25um. N) Quantification of CNPase+ differentiated cells generated from
primary neurospheres of adult WT mice from non SCI, non SCI+bOECs, SCI and SCI+bOECs
mice. O) Quantification of Tujl+ differentiated cells generated from primary neurospheres of
adult WT mice from non SCI, non SCI+bOECs, SCI and SCI+bOECs mice. Quantifications
are expressed as average + SEM. N=4-5 animals per analysis including at least two independent

culture experiments were performed. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001.

Figure 3. bOECs transplantation enriches the scar environment for axonal regrowth. A-
B) Representative confocal images of longitudinal section of adult injured spinal cord from
FoxJ1-CreER™-YFP mice 2 weeks after SCI of DFI10S injection (A) and bOECs
transplantation (B). Scale bar: 50um. C-D) Histogram of mRNA expression of WT spinal cord
of axon growth permissive molecules (C) and axon growth inhibitory molecules (D) after SCI.
Asterisks indicate significant differences between SCI+DF10S (grey) and SCI+bOECs (blue)
groups. E-F) Representative confocal images of coronal sections of adult injured spinal cord
from FoxJ1-CreER"2-YFP mice with neuronal survival staining (NeuN), under SCI+DF10S (E)
and SCI+bOECs (F) condition. G) Quantification of the NeuN+ cells from WT mice 2 weeks
and 14 weeks after SCI with DF10S or bOECs transplantation. *P<0.05, P-value column is the
result of non-parametric t-test for comparison of the two groups. Dashed line correspond to
mRNA expression from uninjured control WT mice. Quantifications are expressed as average

+ SEM. N=4 animals. *P<0.05.

Figure 4. bOECs transplantation and endogenous ependymal cells synergistically
promote neuronal survival and the enrichment of microenvironment. A-B) Representative
images of luciferase+ cells in FoxJ1-Rasless mice 1 week and 2 weeks post-transplantation and
quantification of luciferase signals. C-D) Histogram of expression of FoxJ1-CreER™-Rasless-
YFP spinal cord of axonal growth permissive molecules (C) and axon-growth inhibitory

molecules (D) after SCI. Asterisks indicate significant differences between SCI+DF10S (iced
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blue) and SCI+bOECs (mauve) groups. E-F) Surviving NeuN+ cells in adult injured spinal cord
from FoxJ1-CreER™-YFP and FoxJ1-Rasless mice 2 weeks (E) and 14 weeks (F) with bOECs

transplantation.
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Supplementary Figure 1. Antibody table. Details of sources and dilutions of antibodies used

for histo/immunochemistry in this study.

Antibody table

Antibody Species | Dilution Company (Catalog number)
GFP Chicken 1:500 Aves (GFP-1020)
Sox9 Goat 1:500 R&D Systems (AF3075)
Ki-67 Rabbit 1:500 ThermoScientific (RM-9106)
GFAP Rabbit 1:500 Millipore (AB5804)
CNPase Mouse 1:200 Millipore (MAB326R)
Tujd Mouse 1:500 Covance (MMS435P)
Neurocan Mouse 1:500 Millipore (MAB5212)
DCX Goat 1:500 Santa Cruz Biotechnology(sc-8066)
NeuN Mouse 1:500 Millipore (MAB377)
PDGFRB Rabbit 1:500 Abcam (ab32570)
Click-it© Plus EdU Molecular probes by Life (C10638)
DAPI 1:10000 Sigma (D9542)
2:2::;:; ;ﬁbo . Donkey | 1:500 | Jackson Immuno Research (711-166-152)
'::2;:;:;:?1@0 dy Donkey 1:500 Jackson Immuno Research (715-165-140)
Artichickan Al 488 855 b I o) | o Srinone: Blesearah (700 15 155)

secondary antibody
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Supplementary Figure 2. Table of genes for axonal growth inhibitory and axonal growth
permissive molecules analyzed by qPCR. This table lists the genes abbreviation and full name
of 43 axon-growth-modulating molecules for which gene expression levels were analyzed in

this study (Anderson et al., 2016; Sabelstrom et al., 2013).

Gene abbreviation| Molecule name Gene abbreviation| Molecule name

Acan Aggrecan Cspg4 NG2

Bean Brevican Cspg5 Neuroglycan C

Ncan Neurocan Tne Tenascin C

Vcan Versican Sdct Syndecan 1

Ptprz1 Phosphacan 8 Sdc2 Syndecan 2
s Xyit1 Xylosyltransferase 1 é Sdc3 Syndecan 3
2 Tnr Tenascin R 2 Sdc4 Syndecan 4
§ Ephad Ephrin A4 2 Cntf Ciliary neurotrophic factor
g | Emba Ephrin B3 2 [ igf Insulin-iike growth factor-1
g' Ntn1 Netrin 1 .g Fgf2 Fibroblast growth factor 2
5 Sema3a Semaphorin 3a :- Tafa Transforming growth factor alpha
-~ Sema3sf Semaphorin 3f s Lamei1 Laminin C1
§ Plxnai Plexin A1 g, Coldat Collagen4at
2 |__Pinb Plexin B1 § Fni Fibronectin 1
= Nrpi Neuropilin 1 < Gpc3 Glypican 3
b Dce Deleted in Colorectal Cancer Gpch Glypican 5

Neo1 Neogenin 1 Dcn Decorin

Rgma Repulsive guidance molecule A Lgalsi Galectin 1

Rgmb Repulsive guidance molecule B Ncam1 Neural cell adhesion molecule 1

Slit1 Siit 1 Matn2 Matrilin

Slitrk1 SLIT and NTRK-like family, member 1

Robo1 Robo 1

Robo2 Robo 2
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La 1ésion médullaire traumatique (LMT) est une affection complexe chronique et incurable
pouvant se produire lorsqu’une force physique externe endommage la moelle spinale
conduisant a des déficits moteurs et/ou sensoriels permanents [258]. Ces altérations varient en
fonction du niveau de I’atteinte Iésionnelle et également en fonction de sa sévérité.
Malheureusement, il n’existe pas a ce jour de traitement permettant une récupération des
fonctions neurologiques perdues a cause de la complexité de la physiopathologie engendrée et
de ses mécanismes évolutifs au fils du temps. Plusieurs facteurs moléculaires et cellulaires
participent a cette série d’évenements, caractérisée par la destruction tissulaire, ’ischémie, la
libération de cytokines pro-inflammatoires, le stress oxydatif ainsi que I’excitotoxicité formant
ainsi un microenvironnement apoptotique causant la dégénérescence et la démyélinisation
axonale [175, 181, 259]. L’ensemble de ces réactions aboutit a la formation d’une cicatrice
médullaire formée principalement par la cicatrice fibrotique, située au cceur de la 1ésion, et
constituée par des fibroblastes provenant d’un sous-ensemble de cellules périvasculaires,
appelées péricytes de type A [127, 138]. Cette cicatrice fibrotique est entourée par une couche
de cellules de type astrocytaire formant la cicatrice gliale. Ces astrocytes proviennent soit des
cellules épendymaires du canal central, formant, ainsi, la partie la plus profonde de la cicatrice,

soit, d’astrocytes résidents formant la couche périphérique [70, 137].

De plus en plus d’études, montrent que la modulation des différentes composantes de la
cicatrice médullaire pourrait étre une cible thérapeutique potentielle pour la mise en place
d’une récupération fonctionnelle plus efficace. Récemment, 1’étude de Dias et al. a montré, par
le biais d’un modele de souris transgénique GLAST-CreER™:: YFP-Rasless, une réduction de
la composante fibrotique de la cicatrice médullaire, permettant ainsi une amélioration de la
récupération sensori-motrice [162]. D’autre part, concernant la cicatrice gliale, des études ont
montré que cette composante est essentielle afin d’empécher la propagation de la cicatrice
fibreuse et I’infiltration des cellules inflammatoires du cceur de la 1ésion vers les tissus qui
I’entourent. En effet, I’étude d’Anderson et al. a montré qu’en absence de cicatrice gliale
chronique, on observe une propagation de la cicatrice fibreuse et une infiltration des cellules
inflammatoires. C’est pour cela que, deés son ablation, le coeur de la 1€sion s’étend sur les tissus
adjacents 2 la lésion et empéche ainsi toute régénération axonale. Egalement, cette étude a
prouvé, via une analyse par PCR quantitative, que ces astrocytes formant la cicatrice gliale
peuvent établir un environnement propice a une repousse axonale en montrant leur capacité a

sécréter des facteurs permissifs a cette repousse [148].
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Nous émettons donc 1 hypothese que les réponses cellulaires endogenes de la moelle spinale,
suite a sa lésion, peuvent €tre modulées et que cette modulation serait différentielle en fonction

du traitement utilisé dans le but de restaurer les fonctions motrices perdues.

L analyse bibliographique des études sur le traitement des LMTs révele diverses stratégies
thérapeutiques en cours de développement et faisant appel a différents domaines. Parmi ces
stratégies, I’utilisation de la thérapie cellulaire semble étre I’'une des plus prometteuse. Le but
de cette stratégie est d’exploiter les potentiels bénéfiques des cellules transplantées. De ce fait
plusieurs types de cellules ont ainsi été utilisés, et qui en fonction de leur origine, induisent des

effets qui leurs sont propres.

Dans notre laboratoire, nous utilisons particulierement les cellules gliales olfactives (CGO) et
nous nous intéressons a leurs mécanismes de fonctionnement dans le but d’améliorer leur
efficacité en tant que thérapie cellulaire suite aux LMTs (Article 2). Notamment, nous avons
évalué les effets de leurs transplantations sur la réactivité des cellules souches endogenes de la
moelle spinale apres LMT (Projet 3). Ces deux travaux font partie de mon manuscrit de
These.

Bien que la thérapie cellulaire soit une approche thérapeutique prometteuse dans le cadre des
LMTs, de nombreux obstacles sont a prendre en considération afin de pouvoir I’appliquer chez

I’homme d’une maniere efficace et reproductible [260].

Le principal obstacle, parmi ceux-ci, est le caractere invasif de ces thérapies di a I’intervention
chirurgicale nécessaire afin de transplanter les cellules. De plus, dans le cas de transplantations
autologues, deux interventions s’averent étre nécessaires. La premiere afin de récupérer les
cellules qui seront mises en culture et la seconde afin de procéder a leur transplantation.
Concernant la transplantation de cellules souches, en plus du risque de tumorigénicité, des
problemes de tolérances immunitaires et d’immunotoxicité sont également a prendre en
compte. A cela, peuvent s’ajouter des complications telles que la stabilité génétique des
cellules, leur senescence, leur viabilité ou bien leur migration non controlée apres injection
[261].

D’autre part, dans le cadre des LMTs, une efficacité variable a été rapportée concernant les
résultats obtenus apres thérapie cellulaire. Cette hétérogénéité est due notamment a différentes
conditions expérimentales entres les études telles que le niveau de la lésion (thoracique,
lombaire, etc), le modele de la 1ésion (compression ou transsection), le temps entre la 1ésion et

I’injection (immédiate ou différée) ou encore le nombre de cellules transplantées [262].
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D’ou, une standardisation des méthodes de cultures, de préservation et de stockage des cellules
et également de leur modalité d’administration devra étre effectuée afin de s’assurer de la
reproductibilité des résultats, ce qui permettrait de mieux comparer les études entre elles [263].
Toutes ces questions seront a résoudre avant une éventuelle transposition vers la

clinique.

Il est a noter aussi, que les différentes études ont bien montré que, quel que soit le type de
cellules transplantées dans le cadre des LMTs, aucun a lui seul, ne possédait les propriétés qui
permettraient de moduler les différents mécanismes se mettant en place apres une lésion spinale.
De ce fait, il peut étre envisagé d’adjoindre une thérapie a la transplantation cellulaire telle que
I’administration de facteurs neurotrophiques, les pontages nerveux (scaffolding), 1’utilisation
de biomatériaux ou encore la rééducation. Ces associations thérapeutiques laissent espérer une

efficacité du traitement a long terme [264].

Enfin, pour en conclure, malgré que de nombreuses thérapies cellulaires semblent
prometteuses du fait de leurs effets neuroprotecteurs et neurorégénératifs, leur utilisation
clinique reste néanmoins limitée, principalement, a cause de leur caractere invasif. C’est
pourquoi nous proposons de tester notre hypothese par le biais d’'une méthode non invasive ; la

stimulation magnétique répétitive Trans-spinale : la rTSMS.

La stimulation électromagnétique (SEM) se distingue par son caractere non invasif, indolore,
sa facilité d’utilisation et la rareté de ces effets secondaires. Son principe d’action est basé sur
I’induction de pulsations électriques au sein d’une bobine électromagnétique placée au contact
de la région d’intérét [208]. Par ailleurs, son efficacité thérapeutique a été confirmé dans le
traitement de certaines pathologies neurologiques telles que les troubles psychiatriques comme
la dépression [204] et chez des patients ayant subi un accident vasculaire cérébral [205]. De
plus, cette efficacité a été prouvée, tant au niveau fonctionnel que cellulaire chez des patients
souffrant de maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson [206] et la maladie
d’ Alzheimer [207].

Différentes techniques neuromodulatrices non invasives ont été appliquées a la suite d’une
Iésion médullaire. Parmi eux, on peut citer la stimulation électrique transcutanée [265], la
stimulation trans-spinale a courant continu (TsDCS) [266] ou la stimulation €électromagnétique
[251]; ces techniques étant des outils thérapeutiques utilisables pour la recherche
expérimentale et clinique. Alors que la stimulation électrique transcutanée et la TsDCS sont
congues pour stimuler principalement un groupe individuel de neurones, la bobine double ou

en forme de huit de la rTSMS délivre un champ magnétique plus focal stimulant les differentes
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structures du tissu neural (de 0.5mm? a 2cm? selon la taille des bobines) [267, 268]. C’est pour
cette raison que, lors de notre étude, nous avons choisi I'utilisation de la rTSMS, qui nous
permet de moduler de maniere non invasive les réponses cellulaires endogenes de la moelle

spinale a la suite de la 1ésion.

Peu d’études se sont intéressées a 1’application de la stimulation électromagnétique au niveau
de la moelle spinale et en particulier dans un cadre Iésionnel. Dans la plupart de ces études,
les auteurs utilisent une méthode basée sur la stimulation magnétique transcranienne en placant
la bobine au niveau cérébral ou en utilisant des stimulateurs développés spécialement par les
laboratoires. Des protocoles basés sur la stimulation du corps entier ont déja été effectués [269,
270], le risque étant de stimuler d’autres structures et ainsi de perdre la spécificité de 1’effet au
niveau médullaire. C’est pourquoi, nous avons proposé dans notre étude une stimulation focale
au niveau du site de la 1ésion. Pour ce faire, nous avons utilisé une bobine en huit d’un modele
commercialisé et utilisé en clinique que nous avons positionné en contact étroit avec le dos de

I’animal directement sur le site de la 1ésion.

Bien que certaines études publiées précédemment aient utilisé la rTSMS apres une 1€sion de la
moelle spinale, le choix de leurs bobines et de leurs protocoles de stimulation sont différents
des notres. En effet, I’étude de Petrosyan et al. est basée sur 'utilisation de la rTSMS focale
dans le cadre des LMTs sur un modele de rat [271]. Cependant, leur protocole est basé sur une
stimulation de basse fréquence (0,2 Hz) et de treés haute intensité (2,8 T) pendant 5 semaines.
De plus, le pattern de stimulation était composé d’un train de stimulation d’une durée de 35
minutes. Etonnamment, dans cette étude, il n’y avait pas de différence entre les animaux traités
par rTSMS et les animaux non traités. Une autre étude de Leydeker et al a utilisé un protocole
de stimulation non focale avec une bobine circulaire de 5 cm impliquant des stimulations du
corps entier [253]. Ces différentes études mettent en évidence la présence d’une variabilité des
effets observés qui peuvent étre expliqués, par des différences quant aux parametres utilisés
comme la fréquence, I’intensité de stimulation, le site de stimulation, le nombre de stimuli ainsi

que la durée du traitement.

Par conséquence, nous avons entamé notre étude par une preuve de concept, en évaluant la
faisabilité et I’effet de notre protocole de rTSMS établi a une fréquence de 10 Hz, 10 minutes
par jour, pendant 2 semaines, sur la réparation tissulaire et les récupérations fonctionnelles.
Ces parametres étaient choisis conformément a d’autres protocoles précédemment décrits [229,
272].
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Les résultats obtenus montrent une capacité de la rTSMS a moduler la cicatrice médullaire,
15 jours apres la 1ésion, et que ces effets sont maintenus 90 jours apres LMT. En effet, en
concordance a ce qui a été décrit dans les études précédentes, la cicatrice fibreuse représente
une barriere majeure pour la repousse axonale et sa réduction en utilisant la rTSMS augmente

a son tour I’astrogliose et diminue I’inflammation.

Afin d’étudier I’effet de la rTSMS sur la récupération fonctionnelle, nous avons utilisé le
couloir de mesure des troubles de la marche et de 1’équilibre (Locotronic test). Il s’agit d’un
dispositif se présentant sous forme d’un corridor et d’une échelle a plat sur laquelle I’animal se
déplace. De part et d’autre de ce corridor, des capteurs infra rouges permettent la visualisation
et I’enregistrement, et ce de maniere quantitative, des déplacements de I’animal ainsi que les
erreurs de contrdle moteur (pattes avants, pattes arrieres). Une erreur est relevée par les

capteurs lorsque la patte de 1’animal chute entre deux barreaux.

N

Suite a ces enregistrements, nous avons démontré que le traitement basé sur la rTSMS
améliore les fonctions sensori-motrices apres la 1ésion. Ceci en diminuant le nombre d’erreurs
des pattes arrieres, le temps d’erreur total des pattes arrieres et le temps total de traversée. Ces
résultats sont en accord avec une étude précédemment publiée montrant que le champ
magnétique favorise la restauration des fonctions locomotrices apres lé€sion médullaire
[270].

Jusqu’a ce jour, les mécanismes physiologiques, cellulaires et moléculaires qui induisent les

effets thérapeutiques de la SEM sont peu connus, notamment dans le cadre LMTs.

C’est pour cette raison, et afin d’approfondir nos connaissances des mécanismes moléculaires
qui sous-tendent aux effets thérapeutiques de la rTSMS, que nous avons effectué¢ une analyse
protéomique. Cette étude a révélé que 156 protéines sont différentiellement régulées. L’ analyse
des voies de signalisations liées a ces protéines montre que la rTSMS a augmenté 37 fonctions
biologiques et en a diminué 7 autres. Parmi celles-ci, on peut noter des fonctions biologiques

ayant une implication directe dans la restauration des fonctions neurologiques perdues.

Nous nous sommes concentrés sur 6 processus biologiques clés modulés apres rTSMS et
directement liés a la série d’événements caractérisant la phase secondaire de la 1ésion. Parmi
ces processus biologiques, quatre ont €té régulé positivement sous l'influence de la
stimulation : 1) La prolifération des cellules neurales, 2) [’axonogenese, 3) La ramifications
neuronale 4) La croissance axonale. Ces derniers ont été regroupé en 2 familles : A) Repousse

axonale et ramification neuronale B) Prolifération des cellules neurales
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Il est a noter aussi, que I’analyse protéomique a révélé un nombre de protéines de la myéline et
des microtubules qui sont up-régulées dans les groupes stimulés tels que MBP, MAPT, MOG,
CNP, Nefm. Or, plusieurs études prouvent que la myélinisation est régulée par de nombreux
facteurs intrinseques et extrinseques comme 1’activation neuronale [273, 274], on peut émettre
donc I’hypothese que la rTSMS peut avoir un role extrinséque via 1’activation neuronale en
stimulant la maturation des cellules précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) ou en maintenant
leur survie grace a son effet anti-apoptotique ou bien en améliorant leur différenciation vers un
profil myélinisant [238, 239]. Ce role spécifique pourrait Etre une des causes des effets observés

suite a la rTSMS dans notre étude.

De maniere intéressante, cette analyse protéomique nous révele également d’autres protéines
up-régulées par la stimulation. Celles-ci étant liées a la prolifération des cellules neurales et a
la migration cellulaire telles que SYN1, NCDN, GAP43, PAFAH1, RHOG.

De méme, deux autres fonctions biologiques, intéressantes dans ce contexte lésionnel, ont été
découvertes et qui sont down-régulées apres la stimulation : 1’apoptose et la mort neuronale,
avec l’expression de protéines spécifiques dont SODI1 / 2, PRDX, MAPK3, Cdc42,
SNCA.

Afin de valider nos résultats d’analyses protéomiques, nous avons étudié 1’effet de la rTSMS
sur la survie neuronale, la régénération axonale et la remyélinisation in vivo. Nous rapportons
alors que I’application de la rTSMS, apres 1ésion, diminue le processus de démyélinisation et
améliore la survie neuronale, observés respectivement par la réduction de la zone négative MBP
et par I’augmentation du nombre de cellules positives NeuN au site 1€sionnel. Suite a cela, des
expériences de tracage antérograde ont été réalisées en utilisant du BDA afin de visualiser la
repousse axonale/survie axonale. Ceci nous a permis ainsi de montrer que le rTSMS induit une

repousse axonale traversant le site de la 1ésion en comparaison aux animaux controles.

Les résultats obtenus par 1’analyse protéomique suggerent que 1’effet de la rTSMS sur la
régénération tissulaire peut étre en parti lié a ’activation de la prolifération des cellules
souches neurales au niveau de la moelle. C’est pourquoi, nous avons ensuite évalué 1’effet de

la stimulation sur les cellules souches neurales endogenes de la moelle spinale.

Chacune des cellules de 1a moelle spinale, les cellules épendymaires, les astrocytes et les OPC
présente une réponse spécifique suite a la 1ésion [116, 275]. En effet, plusieurs études ont montré
le potentiel de chacune de ces cellules gliales a répondre a une activité électrique d’une maniere

directe ou indirecte, faisant d’eux probablement des effecteurs cellulaires de la SEM [276]. Dans



Discussion de thése 136

notre publication, nous présentons, pour la premiere fois, ’effet de la rTSMS sur la réactivité

des cellules souches endogenes de la moelle spinale apres LMT.

Depuis quelques années, des études ont montré que le potentiel souche endogene était confiné,
des le stade postnatal jusqu’a I’age adulte, aux cellules épendymaires bordant le canal central,
ces cellules étant majoritairement quiescentes en absence de la 1ésion[41]. Toutefois, a la suite
d’une lésion, une augmentation de leur taux de prolifération de plus de 50 fois, par rapport
aux conditions physiologiques, a été observée. Une partie de ces cellules quitte alors le canal
central et migre vers le site de la 1ésion afin de contribuer a la mise en place de la cicatrice
médullaire. Suite a cela, elles commencent a se différencier majoritairement en astrocytes, et

minoritairement en oligodendrocytes au niveau du site de la 1ésion [52, 70, 138].

Dans notre étude, nous avons tiré profit de la lignée de souris inductible
hFoxJ1-CreERT:tdTomato, pour cartographier spécifiquement les cellules épendymaires.
Dans un premier temps, nos résultats montrent que la rTSMS induit I’augmentation du taux de
prolifération des cellules épendymaires in vitro se traduisant par une élévation du nombre des
premieres neurospheres obtenues a partir de moelles 1ésées et stimulées. De la méme facon,
nos investigations ont permis de démontrer que la rTSMS augmente la réactivité des cellules

épendymaires in vivo au niveau du canal central par rapport au groupe controle.

Dans un second temps, nous avons étudié les effets de la rTSMS sur la différenciation de ces
cellules épendymaires apres la 1ésion. Pour ce faire, nous avons analysé les cellules dérivées
des cellules épendymaires 15 jours apres 1ésion. Nos données démontrent alors que la rTSMS
augmente le nombre d’astrocytes et d’oligodendrocytes dérivés des cellules souches endogenes
a la suite de la 1ésion. Nous avons également démontré que la contribution des astrocytes dérivés
des cellules épendymaires a la mise en place de la cicatrice médullaire se trouvait également

augmentée.

Plusieurs sont les hypotheses pouvant étre formulées quant aux mécanismes expliquant les effets
de la rTSMS sur la réactivation des cellules souches endogenes. Nous émettons 1’hypotheése que
la modification du microenvironnement Iésionnel médullaire pourrait avoir un effet direct sur
cette réactivité. En effet, une étude a montré, récemment, que cette réactivité est médiée par
plusieurs facteurs présents lors de la phase secondaire et que paradoxalement leur présence est
nécessaire pour 1’activation de ces cellules épendymaires via I’induction de leur prolifération et
de leur différenciation [163]. Ces facteurs telle que la libération du glutamate conduisent a la
prolifération massive de ces cellules et a I’augmentation de leur taux de survie. Certaines études

suggerent que les récepteurs AMPA présents sur les cellules souches pourraient jouer un rdle
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central dans la régulation des réponses médiées par le glutamate, via I’augmentation du taux
de BDNF [165, 166]. En outre, il a été bien décrit que la SEM modifie 1’activité neuronale, en
augmentant la production et la libération de certains facteurs neurotrophiques tels que le BDNF
et le VEGF [235, 277].

Le deuxieme facteur est I'inflammation présente suite a la lésion et induisant des effets
différentiels sur les cellules épendymaires. Une étude récente a montré que la co-culture de
cellules souches endogenes issues de moelles de souris avec des macrophages
pro-inflammatoires M1 expimant massivement iNOS, TNF« et I’IL-17 induit la prolifération
des cellules souches via la signalisation MAPK. Il est intéressant de noter, qu’une autre étude a
montré que la SEM appliquée suite a une hémorragie intracérébrale induit la prolifération et la
différenciation neuronale des cellules souches neurales par la voie de signalisation MAPK
chez le rat [278].

Ces effets de la rTSMS sur I’induction de la réactivité des cellules souches endogenes sont en
accord avec plusieurs études précédentes démontrant que la SEM augmente la différenciation
et la prolifération cellulaire. Par ailleurs, une étude portant sur I’évaluation des effets de la
SEM sur la prolifération et la différenciation des cellules souches neurales et des cellules
progénitrices, menée par Abbasnia et al., a montré que la SEM augmente le nombre et la taille
des neurospheres obtenus in vitro a partir de la zone sous-ventriculaire de la souris adulte [6].
Aussi, Guo et al, indiquent que 1’application de la rTMS a 10 Hz augmente significativement
la prolifération des cellules souches neurales adultes (NSC) dans la zone sous-ventriculaire
[279]. Enfin, il a également ét€ montré que la rTMS diminue I’apoptose en réduisant le nombre

de cellules caspase-3 positives dans un modele murin d’ischémie transitoire [240].

Suite a cela, nous avons évalué I’efficacité de la rTSMS dans un contexte proche des conditions
cliniques, en commengant la stimulation 10 jours apres la LMT. En effet, vu que ces 1ésions
sont majoritairement dues a des accidents de la circulation, la plupart des patients médullo-
1ésés ne pourraient bénéficier du traitement de rTSMS que 10 a 14 jours apres sa survenue,
lorsqu’ils soient stabilisés et qu’il n’y ait plus de complications secondaires a 1’accident. C’est
pourquoi nous avons testé la rTSMS pendant 14 jours consécutifs, en commencgant le traitement
10 jours apres la 1ésion. Dans ce paradigme, on montre que la rTSMS induit une récupération

fonctionnelle et une réparation tissulaire chez la souris adulte.

Deux profils de patients atteints de LMT sont majoritairement constatés. Une premiere catégorie
concerne des patients agés entre 16 et 30 ans et une deuxieme catégorie touche une population

de patients agés de plus de 60 ans [280]. Dans notre étude, Nous avons évalué si la rTSMS
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peut étre également efficace chez des patients appartenant a ces deux catégories. Nos résultats
démontrent que le rTSMS induit une récupération fonctionnelle et une réparation tissulaire
chez les souris juvéniles et agées. Nous notons toutefois, en accord avec la littérature, que les
souris agées présentent des moindres résultats, en termes de récupération fonctionnelle, que
ceux trouvés chez les souris juvéniles, probablement en raison de changements physiologiques
liés a I’age [281].

La particularité de notre étude est notamment liée au fait que différents paradigmes de
stimulation, de modeles lésionnels et de catégories d’ages de souris ont été évalués. En effet,
nous avons essayé de nous rapprocher le plus possible des conditions cliniques afin de mieux
comprendre les mécanismes a 1’origine des effets thérapeutiques et ainsi faciliter la translation
de cette technique chez I’homme. Cependant, une limitation majeure de notre étude, et
également de nombreuses autres, est I'utilisation de bobines commercialisées « humaines ».
Ces bobines sont de tailles relativement grandes en comparaison a celle de la souris, risquant
ainsi de générer une stimulation plus large que celle souhaitée. Dans notre étude, la zone
stimulée était de 1,5 cm?, ce qui correspond chez la souris a 3-4 segments vertébraux. Ainsi,
pour une meilleure transition en clinique, il serait nécessaire de développer une bobine
spécifique aux rongeurs qui permettrait de délivrer une SEM a haute intensité tout en

maintenant un meilleur focus.

Pour conclure, cette étude nous a permis de démontrer I’effet de la stimulation magnétique
répétitive trans-spinale comme thérapie non invasive sur la réparation tissulaire a la suite de la
Iésion de la moelle spinale, via sa capacité a moduler la cicatrice médullaire in vivo. Nos
résultats mettent également en évidence que la rTSMS favorise la survie neuronale, la
régénération axonale et la remyélinisation et permet ainsi la récupération fonctionnelle, dans
différents paradigmes (aigue et chronique) et a différents ages (juvénile, adulte et vieux). Notre
étude nous a permis aussi de dévoiler, pour la premiere fois, les processus biologiques clés
modulés apres rTSMS et directement liés a la restauration des fonctions neurologiques
perdues. Elle démontre, également, ’effet de la rTSMS sur I’induction de la prolifération et la
différenciation des cellules souches de la moelle in vivo. Ainsi, ces résultats constituent un
grand espoir dans 1’établissement d’un nouveau traitement suite aux lésions médullaires chez

I’homme.
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La stimulation électromagnétique (SEM) a montré son efficacité thérapeutique au niveau du
systeme nerveux central (SNC), dans le cadre d’un certain nombre de pathologies a travers ses
potentiels neurotrophiques, neuroprotecteurs et neurorégéneratifs, en se distinguant des autres

stratégies principalement par son non invasivité et son innocuité.

Sous cette optique se place mon travail de theése qui consiste a tirer avantage de la SEM, de son
efficacité thérapeutique et de ses effets neurobiologiques bienfaisants, au niveau du SNC, tant
au niveau de la réparation tissulaire qu’a la récupération fonctionnelle dans le cadre de la 1€sion

médullaire traumatique (LMT).

Le premier enjeu a cette application de la stimulation magnétique répétitive trans-spinale
(rTSMS) était de valider la faisabilité du protocole de stimulation dans ce contexte. Pour ce
faire, certains parametres ont ét€¢ déterminants a sa réussite, tels que le choix de la bobine, la
configuration des parametres du protocole et en particulier, I’emplacement de la bobine. Cette

étape de paramétrage est essentielle a la spécificité de 1’effet observé et son efficacité.

Le deuxieme enjeu était de s’intéresser, pour la premiere fois, a ’effet de la rTSMS sur deux
cibles thérapeutiques potentielles, la cicatrice médullaire et les cellules souches endogenes de
la moelle, a travers leur modulation afin de promouvoir une régénération et une récupération

plus efficace de la moelle spinale a la suite du traumatisme.

En effet, les différents roles de la cicatrice médullaire et la réactivité des cellules épendymaires
a la suite de la LMT méritent une attention particuliere dans le développement des nouvelles
stratégies thérapeutiques. Ceci a fait la singularité de notre étude, en démontrant la capacite
modulatrice de la r TSMS sur les différentes composantes de la cicatrice médullaire in vivo, via
la réduction de la composante fibrotique et microgliale aboutissant a une régénération axonale,
une remyélinisation prouvée tant qu’au niveau histologique que protéomique et conduisant a la

récupération sensorimotrice des souris 1ésées et stimulées.

En outre, notre publication a montré également 1’effet de la rTSMS sur I’induction de la
prolifération et la différenciation des cellules souches de la moelle in vivo, en augmentant le
nombres des cellules différenciées vers un profil astrocytaire et oligodendrocytaire contribuant

a la mise en place de la cicatrice médullaire.

Ces résultats ouvrent un champ de perspectives tres large au niveau fondamental et clinique afin
d’approfondir encore plus la compréhension des mécanismes liés a cette efficacité thérapeutique
dans le contexte de la LMT et a une optimisation du protocole pour une transposition efficace

et rapide chez I’homme.
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En se basant sur nos résultats au niveau cellulaire et mécanistique, on peut suggérer, en
premier lieu, que la rTSMS a pu cibler la réponse des précurseurs oligodendrocytaires (OPC)
observée via leur contribution a la remyélinisation, suite a la 1ésion. Cette contribution, tel était
indiquée dans 1’analyse bibliographique, s’explique soit par la différenciation de ces OPCs en
cellules de Schwann-like myélinisante, traduite dans notre étude, par 1’augmentation de
I’expression des marqueurs de la myélinisation, une meilleure régénération axonale et la
récupération motrice observée dans les deux semaines suivant le traitement , soit grace a I’effet
anti-apoptotique de la rTSMS, pouvant favoriser la survie des oligodendrocytes matures
myélinisants, soit par I’apparition de nouveaux oligodendrocytes myélinisants. Cette derniere
ne pouvant étre investiguée qu’apres six semaines de la lésion. Une deuxiéme piste
prometteuse se base sut I’effet anti-inflammatoire de la rTSMS et sa modulation de la cicatrice
gliale. On peut y suggérer que la rTSMS pourrait cibler I’hétérogénéité phénotypiques des
astrocytes formant la cicatrice gliale. Ceci en diminuant le nombre des astrocytes Al, défini
comme neurotoxique et inhibiteur a la repousse axonale, via sa capacité a diminuer I’activation
des microglies au niveau de la cicatrice et par conséquence a réduire la libération des facteurs

inflammatoires responsables a 1’induction de ce phénotype.

En conclusion, notre étude pré-clinique prometteuse et les différentes perspectives proposées
a la suite de ce travail ouvrent la voie pour suivre les recherches et établir des protocoles de
stimulation chez les primates non humains, donnant un grand espoir face a ce traumatisme et

ces séquelles physiques et psychiques.
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