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Résume

Les gliomes constituent le groupe de tumeurs cérébrales malignes le plus
fréquent. A ce jour, les possibilités thérapeutiques sont trés minces et le pronostic de
ces tumeurs est particulierement sombre. La principale problématique est que le
diagnostic est le plus souvent effectué a un stade de progression trop important de la
Iésion tumorale. Bien que les altérations génétiques de ces tumeurs aient été
particulierement caractérisées ces derniéres années, nous ne connaissons que trop
partiellement les mécanismes a l'origine de leur développement. Face a un arsenal
thérapeutique restreint a des protocoles classiques de chimioradiothérapies et
d’exérése quand la localisation de la tumeur le permet, la nécessité de développer des
alternatives thérapeutiques spécifiqgues devient urgente et nécessite une meilleure
compréhension des mécanismes de développement de ces tumeurs.

Parmi ces tumeurs, les oligodendrogliomes (ODGs) partagent des
caractéristiques histologiques et transcriptomiques proches des progéniteurs
d’oligodendrocytes (OPCSs) ; des cellules décrites comme une origine cellulaire de ces
tumeurs. Ces cellules constituent la plus grande population de cellules en prolifération
chez I'adulte. Au laboratoire, notre objectif est de comprendre le développement des
gliomes depuis leur cellule d'origine afin d’endiguer ce développement. Les
oligodendrogliomes présentent de nombreuses altérations génétiques dont des
mutations inactivatrices du géne codant le facteur de transcription CIC. Le laboratoire
a notamment décrit la croissance des oligodendrogliomes mutés pour CIC comme plus
agressive et associée au niveau transcriptomique a un enrichissement en OPC et en
prolifération.

Ce répresseur transcriptionnel ubiquitaire est décrit dans la littérature
pour moduler le développement de nombreux organes en tant qu’effecteur important
de la voie des MAP kinases. Il réprime la prolifération cellulaire et induit la
différenciation des cellules dans lesquelles il est exprimé. Son inactivation dans de
nombreux cancers entraine une prolifération incontrélée, une migration et invasion
importante et un état plus immature des cellules tumorales. Toutefois, les fonctions de
ce géne répresseur de tumeurs dans les cellules d’origine des oligodendrogliomes
sont encore méconnues. Pour répondre a cette question, le laboratoire a développé
un modeéle murin unique permettant I'inactivation spécifique du géne Cic dans les
progéniteurs d’oligodendrocytes, le modeéle Cic®kO, et de suivre grace a un rapporteur
fluorescent, le destin cellulaire des cellules recombinées. Le but de ma theése est de
caractériser ce modéle afin de mieux comprendre le réle de CIC dans le
développement des oligodendrogliomes.



Au cours de ces derniéres années, jai pu caractériser I'expression de
CIC dans le lignage oligodendrocytaire et décrire une augmentation de cette
expression corrélée a une différenciation et une maturation dans le lignage. Nous
avons pu également valider I'efficacité et la spécificité de I'inactivation de Cic dans les
OPCs de notre modele murin et caractériser la fonction de CIC. L’inactivation
postnatale de Cic dans les OPCs induit une altération transitoire de la différenciation
des OPCs entrainant 'augmentation de leur proportion. Elle induit également un défaut
de maturation des oligodendrocytes. Au niveau transcriptomique, les cellules
inactivées pour Cic présentent une activation notable de la voie Wnt, de génes
associés a la migration ainsi qu'au développement de la vascularisation. Ce dernier
phénotype intrigant est également retrouvé dans une analyse des genes cibles de CIC
dans les OPCs, dans lesquels nous avons pu mettre en évidence une liaison de CIC
a des génes associés au développement vasculaire en plus de génes associés a la
différenciation oligodendrocytaire. Devant I'hypothése d’'un phénotype vasculaire
induit par l'inactivation de Cic, jai pu décrire la présence de cellules recombinées
exprimant le marqueur endothélial GLUT1 dans les souris Cic®®©, Ce phénotype
pouvant étre expliqué par plusieurs hypothéses : (i) une conséquence de I'inactivation
non spécifique de I'inactivation de Cic dans des cellules vasculaires (ii), I'inactivation
de Cic dans les OPCs entrainant l'acquisition d’'un phénotype vasculaire par
I'expression de marqueurs péricytaires et endothéliaux dans ces cellules, enfin (iii), les
OPCs inactivés pour Cic interagissant de maniere étroite avec les vaisseaux pour
promouvoir 'angiogenése. J’ai réalisé une analyse transcriptomique a I'échelle de la
cellule unique afin d’identifier la population cellulaire responsable de ce phénotype.
Cette analyse nous a révélé que les cellules vasculaires étaient a l'origine de
I'expression des marqueurs vasculaires, ainsi que, de maniére surprenante, les OPCs
engagés dans la différenciation ainsi que les oligodendrocytes immatures. Intégrés,
ces résultats sont en faveur des deux dernieres hypotheses suggérant un réle de CIC
dans linduction de marqueurs vasculaires dans ces lignages. Afin d’évaluer la
pertinence de ces phénotypes observés dans le modele CickO, nous avons réalisé
une analyse d’enrichissement de signatures associées dans les transcriptomes
d’oligodendrogliomes du TCGA. Cette analyse nous révéle un enrichissement de
signatures OPC, vasculaires et de la voie Wnt dans les oligodendrogliomes mutés pour
CIC, confirmant nos résultats in vivo. Pour décrire les conséquences de tels
enrichissements sur la survie des patients, j'ai réalisé une analyse pour évaluer la
valeur des mutations du gene CIC en tant que facteur pronostic indépendant dans trois
cohortes indépendantes de patients. Cette analyse a révélé que les mutations du géne
CIC ne sont pas associées a un mauvais pronostic. Cependant, la présence de ces
mécanismes de développement, spécifiques aux oligodendrogliomes mutés pour CIC,
pourrait représenter des cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement de ces
tumeurs.



Les données générées au cours de cette thése m’auront permis de
décrire les fonctions de CIC dans les cellules d’origine des oligodendrogliomes,
apportant des éléments de réponses aux mécanismes de développement de ces
tumeurs. Toutefois, la seule inactivation de Cic dans les OPCs n’induit pas le
développement de tumeurs. Des perspectives intéressantes pour caractériser
pleinement ce développement seraient de combiner les altérations génétiques décrites
de ces tumeurs pour décrire fidelement la biologie des oligodendrogliomes.

Mots-clés : gliome, oligodendrogliome, CIC, facteur de transcription, OPC,
oligodendrocyte, développement, différenciation, prolifération, migration, MAP
kinases, vascularisation, péricyte, Wnt.
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Glossaire

2HG : R-2-hydroxyglutarate

AA : Acide Aminé

ABD : Ataxin Binding Domain, domaine
de liaison a ATXN1/L

AC : Astrocyte

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNCc : ADN complémentaire

ARN : Acide RiboNucléique

ARNmM : ARN messager

ATXNL1 : Ataxin 1

ATXNI1L : Ataxin 1-like ou protéine
BOAT1

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique
CAR T-cell: Chimeric  Antigen
Receptor T Lymphocyte, récepteur
chimérique des lymphocytes T
CBTRUS: Central Brain Tumors
Registry of United States

ChlP-Seq :
Immunoprecipitation
Séquencage de
immunoprécipitation
CIC : Capicua (cap i cua)
CIC-L : Isoforme longue de CIC
CIC-S : Isoforme courte de CIC
COP (Marques et al.,
Differentiation-Committed
Oligodendrocyte Precursor, progéniteur
d’oligodendrocytes engagé dans la
différenciation

CSC: Cancer Stem Cells, cellule
souche cancéreuse

EANO : European Association for
Neuro-Oncology, Association
européenne de neuro-oncologie

EBD : ERK Binding Domain, domaine
de liaison a ERK

Chromatin
Sequencing,
chromatine  par

2016) :

EGFR: Epithelial Growth Factor
Receptor, récepteur au facteur de
croissance épithélial

ERK : Extracellular signal-Regulated
Kinase, MAP kinase humaine
ETS : E26 transcription factor
FUBP1: Far Upstream
Binding Protein 1

GBM : Glioblastome

GFP : Green Fluorescent Protein

GM : Grey Matter, matiere grise
gmOPC : OPC de la matiere grise
GRO: protéine GROUCHO
(Drosophile)

GSEA : Gene Set Enrichment Analysis,
analyse d’enrichissement de signatures
de genes

HAS : Haute Autorité de Santé

HMG : High Mobility Group

IARC: International Agency of
Research on Cancer

INCa : Institut National contre le Cancer
IOL : Oligodendrocyte immature

element

IRM: Imagerie par Résonnance
Magnétique
MAP kinase (MAPK): Mitogene-

Activated Protein Kinase, protéine
kinase activée par la voie des RTK
MFOL (Marques et al., 2016) : Myelin
Forming Oligodendrocyte,
oligodendrocyte myélinisant

MMP : métalloprotéase

MOL (Marques et al., 2016) : Mature
Oligodendrocyte, oligodendrocyte
mature (terme spécifique a la
publication, # de [I'abréviation mOL
utilisée dans le manuscrit).



mOL : Oligodendrocyte mature

NFOL (Marques et al.,, 2016) : Newly
Formed Oligodendrocyte,
oligodendrocyte immature

NG2 : Neural/Glial Antigen 2, antigéne
neural/glial 2

NLGN3 : Neuroligin 3

NLS: Nuclear Localization Signal,
signal de localisation nucléaire

NPC: Neuronal progenitor cell,
progéniteurs neuraux

NSC : Neural Stem Cell, cellule souche
neurale

ODG : Oligodendrogliome

OL : Oligodendrocyte

OMS : Organisation Mondiale de la
Santé

OPC : Oligodendrocyte Precursor Cell,
progéniteur d’oligodendrocytes

PCR: Polymerase Chain Réaction,
réaction en chaine par polymérase
PDGF : Platelet-Derived Growth
Factor, Facteur de croissance dérive
des plaquettes (érythrocytes)

PDX: Patient Derived Xenogratft,
xénogreffe dérivée de patients

pMN : Progéniteur de motoneurones
POLA : Réseau national francais pour
la prise en charge des
oligodendrogliomes anaplasiques
PTERT : promoteur du gene TERT
gRT-PCR:  Quantitative  Reverse
Transcription PCR,

RG : Cellules de la glie radiaire
RNA-Seq : Séquencage
transcriptomique

RTK : Récepteur a Tyrosine Kinase

SCAL : SpinoCerebellar Ataxia Type 1,
ataxie spinocérébelleuse de type 1
SHH : voie Sonic-Hedgehog
Single-cell RNA-Seq: Séquencage
transcriptomique a I'échelle de la cellule
unique

SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Single Nucleotide Polymorphism,
polymorphisme d’un seul nucléotide
SVZ : SubVentricular Zone, zone sous-
ventriculaire

TAA . Tumor-Associated
antigéne associé a la tumeur
TAM : Tumor-Associated
Macrophages, macrophages associés
a la tumeur

TCR: T-cell receptor, récepteur des
lymphocytes T

TGCA : The Genome Cancer Atlas
TGF-B : Transforming Growth Factor g,
facteur de croissance tumoral 3

TME : Tumor  MicroEnvironment,
microenvironnement tumoral

TMZ : Témozolomide

TSA : Tumor-Specific Antigen,
antigéne spécifique de la tumeur
VEGF : Vascular Epithelial Growth
Factor, facteur de croissance vasculaire
et épithélial

VGF : VGF nerve growth factor, facteur
de croissance nerveux

VLMC : Vascular and LeptoMeningeal
Cells, cellules vasculaires
leptoméningées/péricytes

WM : White Matter, matiere blanche
wmOPC : OPC de la matiére blanche
Wwnt : Wingless-related integration site,
voie Wnt

Antigen,
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Introduction

1. Les tumeurs cerébrales: un contexte tumoral
particulier

Affection de longue date de 'homme, le cancer est une maladie causée
par le dysfonctionnement de I'homéostasie cellulaire, entrainant une prolifération
incontrélée des cellules. C’est en Afrique du Sud que des chercheurs de I'Université
de Witwatersrand découvrent la plus ancienne trace d’'une tumeur, sous la forme d’un
ostéosarcome fossilisé, chez un hominidé ayant vécu il y a presque deux millions
d’années [1]. La cancer est une maladie ancienne qui doit son nhom a Hippocrate (460-
370 avant J.C.), célébre médecin grec qui la nomma d’aprés la ressemblance
macroscopique des tumeurs du sein a la forme du crabe (carcinos en grec et cancer
en latin) [2]. Galien (130-200 apres J.C.) confirmera et approfondira prés de cing
siecles plus tard cette observation en décrivant une masse centrale prolongée de
segments paralléles rappelant le crustacé. Il pensait notamment que la survenue de
cancer était due a une accumulation de bile noire provoquant les gonflements, oncos
en grec, dont la racine désignera plus tard le domaine d’étude de ces maladies [2].

Sur leur site web, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le
cancer comme suit : « Cancer est un terme général appliqué a un grand groupe de
maladies qui peuvent toucher n’importe quelle partie de I'organisme. On parle aussi
de tumeurs [masse] malignes ou de néoplasmes. L’un des traits caractéristiques du
cancer est la prolifération rapide de cellules anormales qui, au-dela de leur délimitation
normale, peuvent envahir des parties du corps adjacentes et essaimer dans d’autres
organes formant ce qu’on appelle des métastases. Ces métastases sont la principale
cause de déces par cancer. ».

Selon I'International Agency for Research on Cancer (IARC), 'agence de
'OMS spécialisée dans le cancer, ce dernier est la deuxieme cause de mortalité
mondiale (17%) apres les maladies cardiovasculaires [3] ; cependant, les prédictions
indiguent que le cancer deviendra la premiére cause de mortalité a la fin de ce siecle.
En 2020, I'incidence! mondiale est d’environ 19,3 millions pour 10 millions de morts
[3]. Toujours selon I'lARC, cette incidence doublera d’ici 2040, faisait du cancer une
préoccupation plus qu’urgente pour les années a venir. Bien que l'incidence ait
tendance a augmenter chaque année, force est de constater que le nombre de morts
diminue quant a lui notamment grace a des politiques de dépistages internationales et

! Incidence : nombre de nouveaux cas d’une maladie par unité de temps (souvent en année).
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européennes des agences sanitaires ainsi qu'au développement de thérapies plus
ciblées. Parmi les plus fréquents, on retrouve les cancers du sein (2,26M), les cancers
du poumon (2,21M) et les cancers colorectaux (1,93M) ; les plus mortels étant de loin
les cancers du poumon avec une survie a 5 ans de 13% contre 49% pour les cancers
colorectaux [3]. Les cancers représentent une population trés hétérogene de maladies
dont le pronostic dépend du type de tumeurs. De plus, leur distribution dépend
également de I'age et du sexe de I'individu : on distingue ainsi les tumeurs pédiatriques
des tumeurs de l'adulte ainsi que les tumeurs hormonales-dépendantes et non-
hormonales-dépendantes. Afin de faciliter leur classification et diagnostic dans un but
de traitement, TOMS, de concert avec des experts académiques et hospitaliers, publie
une série de classification par groupe d’organes.

Pour le Systeme Nerveux Central (SNC), la cinquiéme édition de la
classification des tumeurs vient d’étre publiée en juin 2021, précisant et simplifiant la
classification précédente en développant une approche intégrative. Depuis la
quatrieme édition de 2016, le diagnostic des tumeurs et leur classification s’effectuent
sur la base de I'histologie des biopsies ainsi que leur profil génétique par la recherche
de biomarqueurs. La nouvelle édition précise certains de ces marqueurs et y ajoute
des critéres dits « désirables » pour le diagnostic comme la présence de certains
biomarqueurs ou certains criteres histologiques [4]. Elle intégre également I'apport de
nouvelles technologies comme le méthylome permettant le diagnostic notamment de
gliomes de I'enfant ou encore d’épendymomes chez 'adulte. Nous détaillerons dans
cette premiére partie les -caractéristiques épidémiologiques, histologiques et
moléculaires des gliomes. Dans un second temps, nous décrirons la vaste
hétérogénéité de ces tumeurs et de leurs mécanismes de développement et des
possibilités thérapeutiques associées.

1.1.  Généralités sur les gliomes

Les tumeurs cérébrales représentent un vaste groupe de tumeurs, dont
les caractéristiques histologiques, localisation et degré d’agressivité dépendent
notamment de leurs cellules d’origine. On distingue ainsi les tumeurs « primitives »
dont l'origine est cérébrale, des tumeurs « secondaires ou métastatiques » dont
l'origine est périphérique (ex : notamment des métastases des cancers du sein). La
diversité et la localisation des tumeurs cérébrales du SNC chez I'adulte sont décrites
en Figure 1.

Entre 2014 et 2018, le Central Brain Tumors Registry of United States
(CBTRUS), le registre national américain des tumeurs primitives du SNC, nous indique
une incidence de 24,25 cas pour 100 000 individus [5]. Ceci fait de ces tumeurs, une
maladie rare chez 'adulte en les placant a huitiéme place des cancers en termes de
fréquence (40 ans et plus). D’ailleurs, méme si 70% des cas sont bénins chez I'adulte
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(les méningiomes représentant 39% des tumeurs), le pronostic est sombre pour les
30% restants, avec une survie apres 5 ans de 35,6% [5]. Parmi elles, les gliomes diffus
qui représentent 23,5% des tumeurs cérébrales comptent pour 80% des tumeurs
malignes [5] (les glioblastomes comptant pour 50% d’entre elles) et ce sont celles qui
nous intéresseront dans ce manuscrit.

Les tumeurs pédiatriques du SNC constituent environ 6% du total des
tumeurs [5]. Chez lI'enfant de 0 a 14 ans, les tumeurs cérébrales représentent la
premiere cause de mortalité par cancer avant la leucémie [5]. Les tumeurs les plus
fréquentes sont les gliomes pontiques intrinséques diffus (21,6%), les astrocytomes
pilocytiques (15,2%) et les tumeurs pituitaires (14,3%) [5]. Chez [l'adulte, les
méningiomes représentent la majorité écrasante des tumeurs du SNC (39%), suivis
des tumeurs pituitaires (17,1%) et des glioblastomes (14,3%) (Figure 1) [5].

* °
¢ g

Oligodendrogliomas
& oligoastrocytic
tumars *

A B 15%
Cerebrum Ependymal tumors

16 %
1.7 %
Cerebellum Lymphoma
22% 2.0.%
Other sites Other gliomas
3.0% 20% Other astrocytic
Spinal cord and Brain stem Neoplasm, turnors *
cauda equina 1.4 % unspecified 1.4%
30% ) 33%
Parietal lobe lefu:?e & :tinaplsstlc
E astrocytoma *
33% o

Temporal lobe

575 All other *

59%

Meninges Meningiomas
Cranial nerves 39.2% 38.0%
6.9 % Nerve sheath tumors
8.5%
Frontal lobe
7.8 %
Glioblastoma *
Other brain 143%
7.8%
Pituitary and Tumors of the
craniopharyngeal pituitary
duct 171 %

Figure 1 — Diversité et localisation des tumeurs primitives du SNC chez ’adulte (Ostrom et al., 2021)

A. Localisation des tumeurs cérébrales primitives. B. Diversité des tumeurs cérébrales primitives. Parmi les
tumeurs cérébrales primitives, qui ont pour origine le parenchyme cérébral, on retrouve majoritairement : (i) les
méningiomes qui constituent pour la plupart des tumeurs bénignes, dérivées des cellules méningées. (i) les
gliomes dérivant des cellules gliales, qui constituent le groupe le plus fréquent de tumeurs malignes, lui-méme
divisé en trois sous-groupes, les oligodendrogliomes, les astrocytomes et les glioblastomes. (iii) enfin on
retrouve également des lymphomes, des épendymomes, les gliomes chordoides, les tumeurs de la glande
pituitaire ainsi que les tumeurs dérivées des nerfs (schawnnomes/neurinomes, neurofibromes etc.).

Les tumeurs primitives sont classées en grade permettant de juger la
progression de son développement. Dans la classification de 2016, un systeme
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homogéene de grade permettait de comparer la progression des différents types de
tumeurs cérébrales entre elles notamment d’aprés leur histologie. Cependant,
'hétérogénéité de ces tumeurs ne permettait pas de corréler correctement les
comportements cliniques d’'un groupe a l'autre. Par exemple, le grade 1l (2016)
associait a la tumeur une caractéristique d’anaplasie , cependant, le méningiome
anaplasique était bien moins prolifératif que I'astrocytome anaplasique, rendant difficile
la comparaison intergroupe [4]. Le grade | correspondait alors a des tumeurs bénignes
et le grade IV a des stades malins au pronostic sombre. La classification de 2021
introduit un systeme de grade relatif & chaque type tumoral comme il est pratiqué pour
les tumeurs périphériques. Le grade 1 correspond aux tumeurs bénignes comme les
neurinomes tandis que les grades 2, 3 et 4 sont réservés a des tumeurs malignes
comme le glioblastome (grade 4). Les tumeurs de bas grade peuvent cependant
évoluer vers des tumeurs dites de haut grade.

Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons en particulier aux gliomes
de [ladulte (excluant les gliomes circonscrits, les tumeurs neuronales et
épendymaires). Les gliomes de I'adulte correspondent selon la classification OMS
2021 aux astrocytomes, aux glioblastomes (GBMs) et enfin aux oligodendrogliomes
(ODGSs) qui nous intéresseront particulierement. On qualifie ces gliomes de I'adulte de
diffus, car ils progressent de maniére réguliére en envahissant le parenchyme cérébral
en opposition aux gliomes circonscrits bien définis.

1.1.1 Caractéristiques des gliomes : étiologie et épidémiologie

Comme pour toutes les tumeurs cérébrales, ces tumeurs tirent leur nom
de leurs cellules d’origines bien qu’elles ne soient pas entierement constituées de ces
populations cellulaires. Les gliomes sont des tumeurs cérébrales dérivant des cellules
gliales qui constituent avec les neurones le parenchyme cérébral. La glie exerce divers
réles de soutien pour les neurones que nous détaillerons dans la partie suivante.

L’Institut National contre le Cancer (INCa) nous indique que les
symptomes liés a la présence d’'une tumeur cérébrale sont tres variés. lls dépendent
de la taille et de la localisation de la tumeur et ne sont pas forcément visibles. C’est
notamment ce développement insidieux et diffus qui rend le pronostic de ces tumeurs
tardif. En effet, lors de 'examen d’imagerie médicale, on remarque que la tumeur a
souvent une taille déja trés importante. On note tout de méme trois types de
symptomes : des céphalées (liées a la pression exercée par la tumeur), des crises
d’épilepsie et parfois des troubles cognitifs en fonction de la localisation. On effectue
alors une IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) qui permet de confirmer le
diagnostic qui sera précisé, le cas échéant, par une biopsie. Pour la prise en charge,
la Haute Autorité de Santé (HAS) nous précise le protocole : aprés examen IRM, la
tumeur est réséquée au maximum par intervention chirurgicale a condition qu’elle soit
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opérable. Si elle ne I'est pas, on réalise une biopsie stéréotaxique? afin d’obtenir un
échantillon pour le diagnostic définitif. Les examens histologiques et moléculaires
permettant de préciser le diagnostic détermineront les détails de la marche a suivre.

Comme nous l'avons décrit plus haut, les gliomes regroupent les
astrocytomes, les oligodendrogliomes ainsi que les glioblastomes. Chacun de ces
sous-types présente des caractéristiques moléculaires, une incidence et un pronostic
propres illustrés dans la Table 1. permettant au praticien de réaliser le diagnostic.

Oligodendrogliome Astrocytome Glioblastome

IDH1/2 muté IDH1/2 wildtype
1p/19q co-délétes 1p/19q intact
Grades 2,3 2,3,4 4
pTERT
cic e Amplification EGFR/PDGFRA
Critéres désirables = TP53 LS
CDKN2A/B
NOTCH1 +7/-10
PTEN
Age médian 45 ans 38 ans 65 ans
Survie globale 8-16 ans 6,3 ans 8-15 mois
Occurrencg (/gliomes 5 2% 11.9% 49.1%
malins)

Table 1 — Classification de 'OMS 2021 des gliomes diffus de I’adulte (Louis et al., 2021)

Les gliomes de I'adulte se distinguent sur le plan génétique et clinique. On peut distinguer les gliomes de bas
grade (2, 3 : oligodendrogliomes et astrocytomes) des gliomes de haut grade (4 : glioblastomes et les
astrocytomes de grade 4). Les gliomes de bas grade sont diagnostiqués par la présence de mutations
mutuellement exclusives dans les génes codant lisocitrate déshydrogénase IDH1 ou IDH2. De plus, les
oligodendrogliomes doivent présenter une co-délétion hétérozygote des bras chromosomiques 1p et 19q. Les
criteres désirables consistent en la présence de mutations ou d'altérations génétiques permettant daffiner le
diagnostic des gliomes. L'age médian au diagnostic est inversement proportionnel au pronostic de survie : plus
le gliome apparait tardivement et plus son pronostic associé est sombre allant de quelques mois pour le
glioblastome a plusieurs années plus les bas grades.

Comme nous pouvons le constater, le pronostic des ODGs est le meilleur
des trois groupes, mais également le plus variable. Cette variabilité est due a
'hétérogénéité de diagnostic causée par les précédentes classifications distinguant
les ODGs de bas grade (II) et de haut grade (lll) pour lesquels la survie globale est
respectivement de 16 et 8 ans [5]. De plus, on constate également que les ODGs sont
les tumeurs les moins agressives et les moins fréquentes, représentant environ 5%
des gliomes malins contre 49,1% pour les GBMs qui constituent le groupe le plus
agressif; les astrocytomes représentent un groupe intermédiaire en termes

2 Stéréotaxie : technique de neurochirurgie permettant la localisation précise d’'une zone a I'aide d’un
cadran tridimensionnel.
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d’occurrence et d’agressivité [5]. Des caractéristiques spécifigues découlant des
caractéristiques des caractéristiques histologiques et moléculaires de ces tumeurs que
nous allons détailler & présent.

1.1.2 Spécificites histologiques des gliomes diffus de I'adulte

Pour les tumeurs du SNC, I'examen histologique constitue une étape
importante du diagnostic. L’histologie des gliomes diffus est assez bien définie avec
des caractéristiques spécifiques pour les différents types. Cependant, I'hétérogénéité
histologique de ces tumeurs ne rend pas toujours le diagnostic tissulaire évident.

Au niveau histologique, les ODGs présentent une caractéristique
particuliére par la présence d’un espace lacunaire® blanchatre au niveau périnucléaire
(Figure 2). Les noyaux des cellules tumorales sont trés arrondis, ce qui est
caractéristique des oligodendrocytes. Les vaisseaux sanguins des ODGs sont
arciformes®. Comme pour tous les gliomes, la densité cellulaire augmente avec le
grade de la tumeur ainsi que la présence de nécrose et le développement de la
vascularisation. De leur coté, les astrocytomes constituent un ensemble de tumeurs
trés fibreuses avec une densité cellulaire variable présentant une anisocaryose® des
noyaux aux contours irréguliers. On observe également des anomalies mitotiques, des
vaisseaux fusiformes et parfois la présence de cellules géantes. Quant aux GBMs, ils
présentent les caractéristiques histologiques les plus hétérogénes. On retrouve parfois
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Oligodendrogliome Astrocytome Glioblastome

Figure 2 — Caractéristiques histologiques des gliomes diffus de I’adulte (Dr. Karima Mokhtari, AP-HP)

Les gliomes de I'adulte se distinguent également sur le plan histologique. lls présentent des caractéristiques
prolifératives mesurées par des index de mitoses, mais également des nécroses, des altérations vasculaires
et des changements cytomorphologiques propres. Jusqu'a l'avénement des méthodes de diagnostic
moléculaires, ['histologie représentait le standard de diagnostic. Cependant, [I'hétérogénéité des
caractéristiques histologiques de ces tumeurs rendait difficile le diagnostic.

des cellules géantes, des renfoncements palissadiques tubulaires (Figure 2), une

3 Lacunaire : espace présentant une lacune, un vide
4 Arciforme : en forme d’arc
5 Anisocaryose : variété et inégalité de la taille des noyaux au sein d’un échantillon
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hypercellularité, des prolongements fibrillaires, des zones de nécroses (Figure 2) et
une prolifération endo-capillaire importante constituant parfois une masse tumorale
aussi importante que le reste de la tumeur.

Couplée a I'examen histologique, I'analyse des altérations génétiques
des gliomes permet de réaliser un diagnostic intégré. Nous détaillerons dans la partie
suivante les altérations génétigues retrouvées en particulier dans les
oligodendrogliomes.

1.1.3 Altérations génétiques des oligodendrogliomes

Les altérations génétiques des ODGs sont particulierement bien décrites
depuis 'avénement des techniques de séquengage a haut débit :

Les mutations des genes IDH1 et IDH2: on retrouve de maniére
systématique une mutation hétérozygote mutuellement exclusive des génes IDH1 et
IDH2 [6]. Les données du réseau POLA, un réseau national francais pour la prise en
charge des ODGs, auquel le laboratoire est intégré, nous indiquent que 93% des
mutations IDH correspondent au gene IDH1 dont 97% correspondent en particulier a
la substitution R132H (données du laboratoire). Cette mutation entraine un
changement d’activité catalytique de l'isocitrate déshydrogénase. En effet, cette
derniére permet la décarboxylation oxydative de l'isocitrate en a-cétoglutarate. La
mutation R132H entraine un changement de conformation du site catalytique
convertissant le produit de la réaction précédente, l'a-cétoglutarate en R-2-
hydroxyglutarate (2HG) [6], [7]. Cet oncométabolite induit des changements majeurs
dans la cellule tumorale et notamment des altérations épigénétiques et un déséquilibre
de I'état redox [8] décrits dans la Figure 3 ci-dessous.

La co-délétion 1p/19q : ce qui distingue notamment les astrocytomes et
ODGs, tous deux IDH-mutés, est la co-délétion hétérozygote des bras
chromosomiques 1p et 19q des ODGs [9]. Avec les mutations des genes IDH, ces
deux altérations génétiques définissent le diagnostic moléculaire de ces tumeurs [4].
Alors qu’elle a été découverte il y a plus de vingt ans, les conséquences de cette
altération restent méconnues, notamment de par la difficulté de modéliser une telle
altération chez la souris. Néanmoins, il est connu que cette altération est de bon
pronostic, car associée a la sensibilite¢ a la chimiothérapie et a la radiothérapie,
expliquant ainsi I'issue plus favorable pour les patients atteints d’ODGs [10].

Les mutations dans le promoteur du gene TERT : des mutations dans le
promoteur du géne TERT (pTERT) codant la télomérase, C228T (75%) et C250T
(25%) mutuellement exclusives, ont été également décrites dans 98% des ODGs (ainsi
gue dans 70% des GBMs) [11]. Ces mutations entrainent une surexpression du gene
TERT [11]. Etant donné que le role de la télomérase est de permettre la réplication
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des télomeéres afin d’assurer 'immortalisation des cellules, on comprend aisément le
réle d’'une telle surexpression dans le développement des ODGs.
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reprogrammation épigénétique (Han et al., 2020)
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La production de 2HG suite a I'acquisition d’'une mutation IDH induit de nombreuses modifications cellulaires.
A. La production de 2HG entraine une diminution de la quantité de NADPH. Cela entraine une diminution de
I'état réduit de la glutathion synthase (GSH) conduisant a une accumulation de H,O, et donc une augmentation
de I'état d’oxydation. B. Enfin, le 2HG induit également des modulations de I'expression génique en favorisant
la méthylation des histones par sa qualité d'inhibiteur compétitif des dioxygénases a-cétoglutarate-dépendantes
(KDM4) mais également de 'ADN en inhibant les enzymes TET responsables de I'hydroxylation des 5-méthyl-
Cytosine.

Les mutations des génes FUBP1 et CIC : Bettegowda et al., sont les
premiers a démontrer la présence de mutations dans les genes FUBP1 (Far Upstream
element Binding Protein 1) et CIC (Capicua) dans les oligodendrogliomes [12]. Les
deux génes codent des facteurs de transcription dont les mutations dans les ODGs
sont inactivatrices [12], [13], [14]. Des mutations inactivatrices du géne FUBP1 sont
retrouvées dans environ 15% des ODGs [12], [15], [16], tandis que des mutations
inactivatrices du gene CIC sont retrouvées dans 50 a 70% des cas [12], [14], [17]. Il
est intéressant de noter que les génes FUBPL1 et CIC sont respectivement situés sur
les bras chromosomiques 1p et 19q, entrainant ainsi une premiére délétion
hétérozygote des deux genes. Ainsi, les mutations de ces genes retrouvées dans les
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ODGs entrainent une inactivation homozygote de ces derniers. FUBP1 est surexprimé
dans plusieurs types de cancer et ainsi décrit comme un oncogéne [18], [19].
Cependant, I'absence de son expression dans les ODGs suggére plutdt un role
suppresseur de tumeur [12], [15], [20]. Une étude démontre par ailleurs que la perte
de FUBP1 dans un modéle murin d’'inactivation altére la différenciation terminale de
progéniteurs neuraux [20]. Cumulée a la présence des mutations IDH1R132H et
PIK3CAH1047R '|a perte de FUBPL1 induit la prolifération des progéniteurs neuraux et le
développement de tumeurs in vivo [20]. Les conséquences des mutations
inactivatrices de CIC seront quant a elles discutées dans la derniere partie de
l'introduction.

Autres altérations génétiques : une étude de la cohorte d’'ODGs du
Cancer Genome Atlas (TCGA) montrent également des mutations dans les genes
PIK3CA (20%) et NOTCH1 (31%) [21] ainsi que de nombreuses autres a des
fréquences inférieures a 5%. Les mutations du genes NOTCH1 servent comme les
mutations des génes FUBP1 et CIC de criteres désirables pour le diagnostic des
ODGs. Cet ensemble d’altérations génétiques, résumeées en Figure 4, distinguent les
ODGs des autres types de gliomes.

Au-dela des altérations histologique, cliniqgue et génétiques décrites
précédemment, les gliomes présentent une hétérogénéité moléculaire importante aux
échelles génétiques, transcriptomique et méthylomique. Une hétérogénéité qui se
reflete également au niveau de leurs mécanismes de développement que nous nous
proposons de détailler dans cette seconde patrtie.
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Figure 4 — Altérations génétiques les plus fréquentes retrouvées dans les oligodendrogliomes

*

Définies par une signature unique des mutations des génes IDH1/2 et une co-délétion hétérozygote des bras
chromosomiques 1p/19q, les oligodendrogliomes présentent également d’autres mutations permettant d'affiner
le diagnostic génétique a savoir : des mutations inactivatrices des génes CIC (50-70%) et FUBP1 (15%) ainsi
que des mutations du promoteur du géne TERT (75%), on retrouve également des mutations dans les génes

PIK3CA (20%) et NOTCHT (31%) non-décrites sur la figure.
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1.2.  Hetérogenéite des gliomes et de leurs mécanismes de développement

Les tumeurs constituent un ensemble de cellules dont 'hnoméostasie
n‘est plus respectée. La prolifération, la différenciation, le métabolisme et les
mécanismes de mort cellulaire sont des processus cellulaires extrémement régulés
permettant le développement correct d’'un organisme. Les cellules tumorales
parviennent a échapper a cette régulation par la survenue d’altérations de leur
patrimoine génétique. Ces altérations peuvent étre causées par des mutations
géneétiques, héréditaires ou spontanées, induisant des changements dans la séquence
nucléotidique de la cellule : on parle alors de substitution pour un changement de
séquence d’un nucléotide comme c’est le cas pour la mutation R132H du géne IDH1
dans les oligodendrogliomes et les astrocytomes [6]. On retrouve également des
additions ou des délétions de séquences nucléotidiques comme pour la co-délétion
hétérozygote des bras chromosomiques 1p et 19qg dans les oligodendrogliomes [9].

D’ordinaire, ces mutations sont corrigées par les systémes de réparation
de 'ADN, mais il arrive que des cellules échappent a ce contréle accumulant ainsi les
mutations les transformant en cellules tumorales initiatrices. Cependant, les
technologies de séquencage a haut débit nous révelent que les mécanismes a
linitiation tumorale seraient plus complexes que cela. En effet, un commentaire publié
dans Cancer Cell en 2021 décrit des études de séquencages réalisées dans différents
organes sains et révélent la présence de mutations somatiques normalement
retrouvées dans les tumeurs associées a ses tissus [22]. Une étude publiée dans
Nature démontrait déja en 2018, la présence a de faibles taux de mutations retrouvées
dans le glioblastome au niveau de la Zone Sous-Ventriculaire (SVZ, Subventricular
Zone), décrite comme un des sites d’origine de ces tumeurs [23]. Ces informations
nous incitent & adopter une vision plus darwinienne du cancer, dont I'évolution serait
le résultat de pressions de sélection et d’'accumulations d’événements mutationnels
bien moins linéaires qu’une simple relation de cause a effet reliant directement les
mutations a I'apparition de tumeurs.

Dans la méme idée d’évolution, il est intéressant de faire le paralléle
entre le développement d’'une tumeur et celle d’'un organisme. Alors que cet amas
cellulaire que constitue une tumeur peut sembler anarchique, les tumeurs et
notamment les gliomes, sont particulierement organisés et leur composante cellulaire
hiérarchisée. Vers la fin des années 2000, émerge le concept de « Cellules Souches
Cancéreuses » (CSC, Cancer Stem Cells), qui de maniere homologue aux Cellules
Souches Neurales (NSC, Neural Stem Cells), sont capables d’auto-renouvellement,
de produire des types cellulaires différenciés et de reconstituer I'entiéreté d’une tumeur
[24]. Ces CSCs seraient également a I'origine de la difficulté de traitement des gliomes,
car résistantes a la radiothérapie par une activation accrue des mécanismes de
réparation de '’ADN [25]. En outre, les cellules tumorales n'inventent pas de nouveaux
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mécanismes pour se développer. Elles se contentent de détourner des processus
physiologiques a leur avantage par le biais des mutations.

Aujourd’hui encore, les étapes initiatrices du développement des gliomes
sont méconnues, c’est pourquoi l'objectif de mes travaux de thése est d’apporter
guelques éléments de réponse, en particulier dans le développement des
oligodendrogliomes. Nous développerons dans cette partie la diversité moléculaire des
gliomes et de leurs mécanismes de développement notamment via leurs interactions
avec le microenvironnement tumoral et les neurones.

1.2.1 L’hétérogénéité moléculaire des gliomes

Les gliomes et les GBMs, en patrticulier, présentent une vaste diversité
inter-tumorale que Verhaak et al., [26] ont divisée par analyse génomique et
transcriptomique, en quatre sous-groupes moléculaires : les groupes « proneuraux »
(amplification du gene PDGFRA et mutations du gene IDH1), « neuraux » (expression
des génes NEFL, GABRAL, SYT1 et SLC12A5), « classiques » (amplification du géne
EGFR, gain du chromosome 7 et perte du 10) et enfin « mésenchymateux » (délétion
du géne NF1 et mutations du géne PTEN). Ces groupes moléculaires étaient corrélés
a un pronostic clinique : les sous-types proneuraux/neuraux présentaient les
meilleures réponses aux traitements tandis que les sous-types classiques et
mésenchymateux nécessitaient des traitements plus agressifs ; le sous-type
mésenchymateux étant décrit comme le plus agressif [26]. Les signatures génétiques
et profils d’expression de ces sous-types étaient associés a des profils
transcriptomiques de cellules saines du parenchyme cérébral. Le type proneural
correspondait a un profil oligodendrocytaire, les types classiques et neuraux a un profil
astrocytaire et le type mésenchymateux a un profil glial mixte [26]. Ces données
laissaient suggérer une origine cellulaire différente de ces types de GBMs.

Cependant, cette classification présente quelques limitations. La
premiére étant qu’a I'époque de I'étude, les GBMs pouvaient présenter des mutations
IDH1, on parlait de « GBMs secondaires » qui correspondent aujourd’hui a des
astrocytomes de grade 4. Le groupe publiera d’ailleurs quelques années plus tard une
seconde étude dans laquelle ils n’incluront que des GBMs sans mutations IDH1 et
élimineront le type « neural » décrit comme une contamination non tumorale des
marges d’exérése des échantillons [27]. Une deuxieme limitation est due a la plasticité
cellulaire des GBMs. Bien que les types de GBMs sont associés a un pronostic clinique
spécifique, ces prévisions ne sont pas utilisées en clinique, car 63% des GBMs
présentent un changement de type a la récidive aprés traitement [28]. Les types
proneuraux notamment ont tendance a migrer vers un type mésenchymateux qui
représente le type au pire pronostic, mais également le type de GBM le plus stable
apres récidive [28].
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Ces observations nous démontrent la nécessité de corréler les types de
GBMs au pronostic afin de les rendre cliniquement pertinents. C’est ce que propose
I'étude multi-omiques de Park et al., [29] qui sur la base d’analyses transcriptomiques,
méthylomiques et radiologique ont attribué un score pronostic a une liste de 80 genes
exprimés dans les GBMs. lIs définissent trois groupes preédictifs : invasif (surexprimant
PDPN, pronostic sombre), intermédiaire et mitotique (surexprimant TMEM100,
pronostic favorable) [29]. Le groupe mitotique est enrichi en méthylation du promoteur
du gene MGMT associé a une meilleure réponse au traitement dans les glioblastomes
[30]. Toutefois, cette classification risque également de présenter des limites de
prédiction pronostique, car en plus de I'hétérogénéité inter-tumorale, les gliomes
présentent une hétérogénéité intra-tumorale révélée par séquencage transcriptomique
a I'échelle de la cellule unique (Single-cell RNA-Seq). L’accés a cette échelle de
précision encore inédite a mis en évidence la nécessité de développer des approches
ciblées par patient sous forme de médecine personnalisée [31]. Cette technique a
permis la description du contenu cellulaire des gliomes et d’émettre des hypothéses
sur leur cellule d’origine. Nous développerons ces études et leur contribution a la
description des cellules d’origines des gliomes dans la partie correspondante.

Tout comme les GBMs, les ODGs présentent également une
hétérogénéité inter-tumorale. Une étude a laquelle a participé le laboratoire, intégrant
analyses génomique, transcriptomique et méthylomique, décrit pour la premiére fois
trois types d'oligodendrogliomes [32]. Le groupe O1 présente un profil
transcriptomique de progéniteurs d’oligodendrocytes et les caractéristiques cliniques
les plus agressives. Il est associé a une activation de MYC causé par des gains et une
hypomeéthylation du géne [32]. Les groupes O2 et O3 expriment quant a eux des profils
transcriptomiques neuronaux et oligodendrocytaires et présentent des caractéristiques
cliniques similaires de meilleur pronostic que le groupe O1 [32].

L’intérét majeur de la description de cette hétérogénéité inter-tumorale
est de décrire la diversité des mécanismes de développement des gliomes et de
permettre I'émergence de thérapies ciblées. Cette hétérogénéité se retrouve
également au niveau des interactions des gliomes avec le micro-environnement
tumoral que nous nous proposons de décrire a présent.
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1.2.2 Interaction des cellules tumorales avec le micro-environnement

L’étude du microenvironnement tumoral (TME, Tumor
Microenvironnement) a pris une place importante ces dernieres années dans la
recherche sur le développement des gliomes. D’abord centrés sur la génétique de ces
tumeurs, les chercheurs reconnaissent aujourd’hui la place capitale des interactions
des cellules tumorales avec I'environnement extracellulaire, immunitaire et vasculaire
pour leur développement. Le TME des gliomes est constitué de cellules non
néoplasiques pouvant constituer jusqu’a 30% de la masse tumorale [33]. Il inclut une
composante cellulaire et une composante sécrétoire et matricielle. Au niveau
cellulaire, on retrouve des cellules du parenchyme cérébral comme les neurones et
les cellules gliales, mais aussi des cellules immunitaires comme la microglie, des
monocytes et macrophages périphériques infiltrant (dénommés TAM, Tumor
Associated Macrophages), des lymphocytes ainsi que des cellules vasculaires comme
les cellules endothéliales et les péricytes [33], [34]. Dans les gliomes, ces cellules
sécrétent des cytokines promouvant la prolifération et Ilinvasion des cellules
tumorales, mais également des remodelages de la matrice extracellulaire et de
'angiogenése au profit du développement tumoral. Ces différents mécanismes ont été
théorisés sous le concept de « niches tumorales ». Développé originellement pour
décrire I'environnement neurogénique des NSCs dans la SVZ en contact avec la
vascularisation, le concept de niches tumorales pour les CSCs a longtemps été
débattu [35], [36]. Schiffer et al., décrivent dans une analyse histologique extensive
I'existence de ces niches tumorales dans le glioblastome [37]. On décrit trois types de
niches tumorales correspondant a trois mécanismes de développement :
périvasculaire, invasive et hypoxique détaillée en Figure 5 [35]-[37]. Dans cette partie
nous présenterons succinctement les réles du systeme immunitaire, des cellules
vasculaires et des neurones dans le développement des gliomes.

Un environnement immunosuppresseur des gliomes

Pour échapper au systéeme immunitaire, les gliomes développent un
processus en trois phases appelé « édition immunitaire » : une phase d’élimination,
d’équilibre et d’échappement [38]. Lors de la premiére phase, le systéme immunitaire
reconnait les néo-antigenes des cellules tumorales et parvient a les éliminer.
Commence alors une forme de résistance des cellules tumorales qui sécrétent des
facteurs anti-inflammatoires. Enfin vient la phase d'épuisement du systeme
immunitaire pendant laquelle la tumeur se développe et favorise le recrutement de
cellules myéloides immunosuppressives [39]. Les gliomes sont définis comme des
«tumeurs froides» a cause de cet environnement immunosuppresseur. Un
environnement notamment provoqué par la sécrétion par les TAMs de cytokines anti-
inflammatoires et pro-tumorales comme le TGF-B, I'lL-10 ou la Prostaglandine E2 [39].
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Figure 5 — Concepts de niche tumorales dans le développement des gliomes (Hambardzumyan et
Bergers, 2015)

A. La niche périvasculaire. Les cellules non néoplasiques interagissent avec les cellules tumorales pour créer
un environnement vasculaire spécialisé permettant le support trophique des CSCs, leur maintenance et leur
survie. Les cellules immunitaires sont recrutées par les cellules tumorales et les CSCs ; elles sécrétent des
facteurs pro-angiogéniques permettant le développement de la niche périvasculaire. B. La niche hypoxique.
Les coeurs nécrotiques des tumeurs sont cerclés d'une palissade cellulaire, constituant un milieu pauvre en
oxygéne (hypoxique). Cette hypoxie induit en outre 'expression du facteur HIF-1a promouvant 'invasion et
I'expansion des cellules tumorales ainsi que I'angiogenése. C. La niche invasive. Contrairement a la niche
périvasculaire, la niche invasive est un environnement utilisant les vaisseaux sanguins établis permettant
linvasion des zones non tumorales. CSCs : Cancer Stem Cells

En effet, les cellules de gliomes promeuvent cet état inflammatoire qui a pour
conséquence de diminuer I'expression des CMH de classe |l des TAMs et microglies
[40]. De cette maniére, les cellules immunitaires ne pourront plus étre activées et
dirigées contre les cellules tumorales, permettant ainsi la prolifération et I'invasion de
ces derniéres : c’est 'échappement immunitaire. Les TAMs constituent jusqu’a un tiers
du contenu cellulaire des gliomes et leur densité est associée a une progression en
grade, I'invasion et un mauvais pronostic [41].
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Un autre mécanisme majeur d’immunosuppression retrouvé dans les
gliomes est 'inhibition par les cellules tumorales, des lymphocytes T par I'expression
du ligand PD-L1 [42], [43]. L'expression de PD-L1 est associée a un mauvais pronostic
dans les GBMs [43]. Ce ligand active le récepteur PD-1 des lymphocytes T entrainant
une diminution de la signalisation du TCR et donc de la réponse cytotoxique (Figure
6). Ainsi le systeme immunitaire initialement programmeé pour éliminer les cellules
tumorales se retrouve détourné et méme recruté afin de promouvoir leur progression.
De nouveau, les gliomes font preuve d’hétérogénéité par rapport a ce contenu
immunitaire, les ODGs présentant le plus de cellules dendritiques et de monocytes
tandis que les GBMs présentent le plus de macrophages et lymphocytes T régulateurs,
expliquant le contexte immunosuppresseur plus important de ces derniers [44].

Des mécanismes d’invasion et d’angiogenése

Un autre systéeme détourné par les tumeurs au profit de leur
développement, en lien avec le précédent, est le systeme vasculaire. En effet, les
microglies présentes au sein de la tumeur favorisent 'angiogenése tumorale par la
sécrétion de chimiokines telle que CXCL2 [45]. Cheng et al., démontrent une capacité
des CSCs de gliomes de se différencier en péricytes in vitro et in vivo dans des niches
périvasculaires [46]. Cette transdifférenciation est provoquée par sécrétion du TGF-3
(Transforming Growth Factor B) par les TAMs recrutant les CSCs au niveau des
vaisseaux par I'axe SDF-1/CXCR4 [46]. Le TGF-B est un inducteur important de
linvasion dans les gliomes (Figure 6) [40], [47], [48]. Il induit la sécrétion par les
cellules tumorales de la pro-métalloprotéase 2 (pro-MMP2, forme inactive) qui sera
activée en MMP2 par les TAMs TLR2 activés [47], [48]. Les TAMs sécréteront
également la MMP9 permettant la dégradation de la matrice extracellulaire et I'invasion
des cellules tumorales [48].

Ajoutées a ces mécanismes immunitaires, les conditions d’hypoxie des
gliomes induisent I'expression du facteur hypoxique HIF-1a, un inducteur important de
'invasion et de I'angiogenése associé a la progression tumorale des gliomes [49].
L’expression de HIF-1a est potentialisée par la présence de la mutation IDH1R132H et
induit 'augmentation des niveaux de VEGF, un facteur de croissance des cellules
vasculaires [50]. Un des mécanismes majeurs induits par HIF-1a est notamment
'expression de MMP2 et MMP9 des facteurs de remodelage de la matrice
extracellulaire [51]. Les cellules immunitaires et 'hypoxie sont ainsi des mécanismes
majeurs de linvasion et de la progression des gliomes notamment par des
remodelages de la matrice extracellulaire et 'angiogenése.
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Figure 6 — Les gliomes interagissent avec le systtme immunitaire pour promouvoir leur
progression, leur invasion et I’angiogenése (adapté de Hambardzumyan et al., 2016)

A. Les TAMs sécrétent un nombre important de facteurs favorisant l'invasion des cellules tumorales des gliomes
et notamment le TGF-B. B. La sécrétion du TGF-B permet I'expression par les cellules tumorales de pro-MMP2
activée en MMP2 par la protéine MT1-MMP des TAMs. Ces derniers sécretent également la MMP9 aprés
activation du TLR2. C. Les cellules tumorales échappent a I'élimination par les lymphocytes T gréace a
I'expression du ligand PD-L1. Sa liaison au récepteur PD-1 induit I'exhaustion des lymphocytes T et la
diminution de la réponse cytotoxique par inhibition de la signalisation du TCR D. Les CSCs sont recrutées au
niveau des vaisseaux sanguins par I'axe SDF1/CXCR4 et induites a se transdifférencier en péricyte via la
sécrétion de TGF-B par les TAMs, promouvant ainsi une angiogenése tumorale. TCR=Toll-like Receptor.
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Une interaction sécrétoire et électrique entre les neurones et les cellules de gliomes

Les gliomes en particulier bénéficient de I'environnement unique du
parenchyme cérébral permettant des interactions étroites avec les cellules neurales.
Le groupe de Michelle Monje, neuro-oncologue et professeur en neurologie a Stanford,
a produit des résultats majeurs, sur lesquels nous nous focaliserons ci-apres, sur la
question de Tlinteraction entre les neurones et les cellules de gliomes. Ces
mécanismes utilisés par les cellules tumorales ne sont pas nouveaux, ils dérivent
d’interactions physiologiques entre les neurones et les cellules d’origine des gliomes,
a savoir les cellules gliales. Le groupe de Michelle Monje s’est alors demandé si ces
interactions neurogliales, et en particulier I'activité neuronale, pourraient jouer un réle
dans le développement des gliomes. Nous développerons en particulier les travaux de
Humsa S. Venkatesh, qui décrit deux mécanismes principaux d’interaction entre les
neurones et les cellules de gliomes : une composante sécrétoire et composante
électrique.

Dans une premiere étude publiée dans Cell en 2015, Venkatesh et al.,
utilisant un modele murin d’optogénétique montre que l'activité neuronale induit une
augmentation de la prolifération et de l'invasion d’une lignée tumorale dérivée de
patients greffée (PDX, Patient Derived Xenograft) chez la souris [52]. Les auteurs
identifient la Neuroligin 3 (NLGN3) comme le mitogéne a l'origine du phénotype. La
NLGN3 induit I'activation de la voie de signalisation PIK3/Akt/mTor entrainant une
surexpression de la protéine c-FOS a l'origine de la prolifération des cellules tumorales
[52]. Dans la continuité, les auteurs s’intéressent au potentiel thérapeutique de
l'inhibition de la NLGN3 et a son mécanisme de sécrétion dans un article publié dans
Nature en 2017 [53]. En utilisant un modéle murin d’inactivation constitutif de NLGN3,
ils démontrent la nécessité de cette protéine pour le développement de PDXs in vivo
[53]. lls détaillent également le mécanisme de sécrétion de la NLGN3 dans les
neurones, dépendant des métalloprotéases ADAM10 et MMP9 [53]. L’administration
d’inhibiteurs de TADAM10 dans des modeles de souris xénogreffées avec des PDXs
diminue la progression et le développement des tumeurs [53]. L’'un des mécanismes
d’interaction entre les neurones et les cellules de gliomes est donc la sécrétion de
NLGN3 dépendante de I'activité neuronale responsable de la prolifération des cellules
tumorales par la voie PI3K/mTor illustrée en Figure 7.

lls publieront par la suite une étude [54] décrivant une nouvelle
interaction entre les neurones et les cellules de gliomes sous la forme de synapses
fonctionnelles dont les observations sont confortées par une autre équipe dans un
article compagnon de Venkataramani et al., [55]. Les deux groupes présentent la
présence de synapses glutamatergiques entre neurones et cellules tumorales dans
différents types de gliomes [54], [65]. Ces synapses induisent des courants
glutamatergiques de composante AMPA pour 5 a 10% des cellules ainsi que des
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Figure 7 — Interactions entre les neurones et les cellules de gliomes : des mécanismes sécrétoires
et électriques

Les travaux de Humsa Venkatesh ont permis de mettre en évidence deux types d'interaction induits par
I'activité neuronale entre les neurones et les cellules tumorales. Le premier est la sécrétion activité-dépendante
de la NLGN3 par la métalloprotéase ADAM10. Ce facteur sécrété viendra ensuite activer la voie PI3K/Akt/mTor
au niveau des cellules de gliome afin de promouvoir leur prolifération via la surexpression de c-FOS. Le
deuxieme mécanisme est une communication électrique au niveau de synapse (notamment glutamatergique)
induisant des courants AMPA (10% des cellules) mais également provoqué de maniére spontanée par la
concentration potassique matricielle induisant d’amples courants potassiques (40% des cellules) qui se
propagent par les jonctions communicantes et induisent également une prolifération cellulaire.

courants potassiques pour 40% des cellules ; ces derniers étant amplifiés par les
jonctions communicantes entre les cellules de gliomes [54]. Enfin, en utilisant de
nouveau leur modéle murin d’optogénétique, Venkatesh et al., observent que les
courants dépolarisants induits dans les cellules de gliomes induisent leur prolifération
(Figure 7) [54]. Toujours dans cette étude, les auteurs montrent que cette interaction
entre neurones et cellules tumorales est réciproque. Dans les zones infiltrées, les
gliomes induisent une hyperexcitabilité neuronale chez les patients, notamment due
au relargage de glutamate dans le parenchyme cérébral par les cellules tumorales



1.2 Hétérogénéité des gliomes et de leurs mécanismes de développement

[56]. Ces études illustrent 'importance de l'activité neuronale dans le développement
des gliomes, en particulier au niveau de la neurotransmission glutamatergique.
Cependant, il existe de nombreuses autres neurotransmissions que les gliomes
détournent au profit de leur prolifération. Une revue du groupe publiée dans Trends in
Cancer dresse avec exhaustivité la vaste diversité de ces interactions [57].

Apres avoir décrit les caractéristiqgues des gliomes et leurs mécanismes
de développement, détaillons a présent les possibilités thérapeutiques pour le
traitement de ces tumeurs. Nous développerons les thérapies actuelles en précisant
la nécessité de développer des alternatives spécifiques.
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1.3.  Traitements actuels des gliomes : la nécessité de thérapies ciblées

Malheureusement pour les patients atteints de gliomes, les perspectives
ne sont pas trés encourageantes. Parfois lorsque la tumeur est de petite taille et le
patient présentant des contre-indications, on peut adopter une attitude attentiste. Mais
si la tumeur est de haut grade et de taille importante, le protocole général demeure le
méme depuis 2005. Initié par 'oncologue Dr. Roger Stupp, le protocole consiste en
une administration de six semaines de chimio-radiothérapie. Stupp et al., [58]
évaluerent I'efficacité du Témozolomide (TMZ, Temodal®), un agent alkylant induisant
une réparation aberrante du nucléotide méthylé conduisant & la mort de cellules en
prolifération, en concomitance avec un protocole de radiothérapie. C’est en partie
grace a ce protocole que l'on doit la survie actuelle des patients atteints de
glioblastomes.

L’European Association for Neuro-Oncology (EANO) détaille la marche
a suivre présentée en Figure 8 : si le gliome est dans une zone opérable, on réalise
une exérése maximale de la lésion tumorale. Pour les oligodendrogliomes et
'astrocytome de bas grade, on peut décider d’administrer ou non une triade
médicamenteuse appelée PCV (Procarbazine, Lomustine, Vincristine) en fonction du
grade et de la condition clinique du patient [59]. Pour les astrocytomes de haut grade
cependant, on administre du TMZ en plus d’un protocole de radiothérapie de 60 Gy
(Grey) légerement plus important que celui des oligodendrogliomes (50 Gy) [59]. Pour
les glioblastomes, le traitement dépend de plusieurs facteurs : la méthylation du
promoteur MGMT qui est associée a l'efficacité du TMZ [60], I'age et I'indice de
Karnofsky (un indice décrivant la condition clinique de 0 (mort) a 100 (bon état
général)) qui permettent d’évaluer la balance bénéfice-risque du traitement a
administrer en fonction de la condition clinique [59].

Les mutations des genes IDH et la codélétion 1p/19q sont associées a
une sensibilité aux chimiothérapies alkylantes plus importante, expliquant le meilleur
pronostic des oligodendrogliomes [61]. Les glioblastomes sont les tumeurs les plus
résistantes aux traitements, les astrocytomes constituent a nouveau un intermédiaire
de réponse aux traitements [61]. La réponse au traitement s’effectue notamment par
imagerie. Toutefois, les récidives apres traitements sont tres fréquentes, donnant
naissance a des tumeurs différentes de la lésion initiale, plus agressives et résistantes
aux traitements [28], [62].

On peut alors se demander au vu des avanceées thérapeutiques de ces
derniéres années, s’il n'existe pas d’alternatives au protocole Stupp standard qui
comme toute chimiothérapie classique, entraine de nombreux effets indésirables. De
plus, 'hétérogénéité des gliomes, que nous avons précédemment décrite, permet et
nécessite le développement de stratégies thérapeutiques ciblées. Pour le traitement
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Figure 8 — Lignes directrices pour le traitement des gliomes diffus de 'adulte de TEANO
(d’apres Weller et al., 2021)

Les gliomes IDH-mutés sont de meilleurs pronostics que les gliomes IDH-wild-type. C'est pourquoi le
clinicien peut, dans le bas des tumeurs de bas grade, décider de surveiller uniquement la tumeur par
imagerie afin d’éviter les effets secondaires des traitements aux patients. Les gliomes IDH-mutés de
haut grade sont traités par radiothérapie et/ou PCV pour les oligodendrogliomes ou TMZ pour les
astrocytomes. Les traitements des glioblastomes dépendent notamment de I'a4ge, de lindice de
Karnofsky et de la méthylation du promoteur du géne MGMT. En effet, le TMZ n'est efficace que chez
les patients pMGMT méthylés. Pour les patients pMGMT non méthylés, on administre uniquement un
protocole de radiothérapie dépendant de la condition clinique du patient. Gy=Grey.

du cancer, de nouvelles technologies pouvant répondre a ce besoin de spécificité ont
vu le jour en immunothérapie : anticorps monoclonaux, inhibiteurs de checkpoint
immuns, vaccins anti-cancéreux et lymphocytes T modifiés. Chacun de ces types
d'immunothérapies mériterait a lui seul un chapitre entier, mais nous nous écarterions
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du sujet. Dans ce manuscrit, nous nous contenterons de décrire 'immunothérapie
comme I'ensemble des stratégies thérapeutiques utilisant ou visant a stimuler notre
systeme immunitaire pour permettre un ciblage spécifique et I'élimination des cellules
tumorales. En essayant de mettre en lumiere son apport thérapeutique dans le
contexte des gliomes. Le principe est donc d’éduquer notre systéme immunitaire afin
d’'induire une réponse importante et ciblée : (i) soit en favorisant I'élimination des
cellules tumorales par couplage d’anticorps monoclonaux a des drogues ou I'inhibition
de checkpoints immunitaires, (ii) soit en injectant au patient un antigéne tumoral ou
des cellules présentatrices d’antigénes tumoraux afin d’entrainer une réponse
vaccinale ou enfin (iii) en modifiant par transgénése les récepteurs de reconnaissance
aux antigenes des Lymphocytes T afin de cibler spécifiquement des antigenes des
cellules tumorales, on parle de CAR T-cells (Chimeric Antigen Receptor T
Lymphocyte) [63].

Ces techniques présentent toutes des avantages et des inconvénients
intrinseques trés bien détaillés dans une récente revue de Han et al., publiée en janvier
2022 [64] résumés dans la Table 2 ci-dessous. La plupart de ces techniques ont
notamment été développées dans le traitement du glioblastome pour lequel la
recherche clinique est la plus active. Il s’agit également pour la plupart d’étude de
tolérance (phase |) ne présentant pas encore forcément de résultats sur I'efficacité du
traitement. Chacune de ces différentes stratégies thérapeutiques souffre d’un aspect
particulier du TME ou du parenchyme cérébral. En effet, la Barriere Hémato-
Encéphalique (BHE) représente une barriere physigue importante isolant le cerveau
du reste de l'organisme. Ainsi, le passage de molécules et de cellules et fortement
régulé, ce qui limite les solutions monoclonales. Pour les CAR-T cells et les vaccins, il
s’agit cette fois de I'environnement tumoral immunosuppresseur ne permettant pas la
production d’'une réponse immunitaire efficace. Les perspectives actuelles sont assez
décourageantes, mais des stratégies alternatives commencent a voir le jour. Ces
stratégies visent a combiner les thérapies actuelles pour pallier leurs défauts. Ainsi,
des CAR-T cells et des vaccins en synergie avec des inhibiteurs de checkpoints
inhibiteurs pourraient révéler leur plein potentiel [64]. De méme des ouvertures
temporaires de la BHE par des dispositifs ultrasoniques comme le SonoCloud®
(développé par Carthera) permettraient une délivrance plus importante des solutions
monoclonales au site de la tumeur [65]. En effet, une étude a laquelle a participé notre
laboratoire montre dans un modeéle préclinique I'augmentation de la délivrance de
carboplatine dans un modéle de souris greffées avec des PDX, augmentant ainsi leur
survie par diminution de la taille de la tumeur [66].
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Introduction

Une des difficultés pour le traitement des gliomes réside également dans
le fait qu’au diagnostic, le gliome et son contexte tumoral invasif, hétérogene,
immunosuppresseur et angiogénique sont déja bien établis. Les interventions
thérapeutiques a ce stade sont par complexes et la plasticité des gliomes permet une
résistance accrue aux traitements. Pour ces raisons, agir en amont en s’intéressant
au développement des gliomes afin de le prévenir représente une stratégie
prometteuse pour le traitement de ces tumeurs. Bien que la médiane d’apparition des
tumeurs cérébrales chez l'adulte est de 59 ans [5], on soupconne que son
développement se fasse bien plus tot. Il est par conséquent fondamental de
comprendre le développement des gliomes afin de proposer des stratégies
alternatives pour I'endiguer. Pour ce faire, il est nécessaire de décrire les cellules
d’origine des gliomes que nous nous proposons de traiter dans cette deuxieme partie
de lintroduction.



2. Des cellules d’origine des gliomes : les progéniteurs
d’oligodendrocytes

Les tumeurs se développent a partir de cellules dites d’origine, fonction
du type de tumeur considéré. Dans ces cellules initiales se produisent des évenements
génétiques et épigénétiques entrainant I'apparition de mutations. Comme nous avons
pu le voir dans la partie précédente, ces mutations seules ne sont parfois pas
suffisantes pour induire le développement d’une tumeur. Ces mutations doivent se
produire dans des genes critiques favorisant le développement tumoral a savoir des
mutations activatrices d’oncogénes ou inactivatrices de géenes suppresseurs de
tumeurs. Toutefois, ces mutations doivent survenir dans des types cellulaires
constituant un contexte favorable au développement oncogénique. Les neurones, par
exemple, sont des cellules post-mitotiques ne se divisant pas ; ils ne constituent pas
un site d’initiation privilégié. En effet, nous retrouvons trés peu de neurones dans les
cellules tumorales, hormis dans les neuroblastomes et certains cancers pédiatriques
[4], stade auquel les neurones ou plutét les progéniteurs neuraux en développement
présentent encore des caractéristiques prolifératives [67]. Une étude du groupe de
Luis Parada, montre que la susceptibilité de transformation tumorale décroit avec la
maturation et la restriction dans le lignage des neurones [68]. En effet, I'inactivation
des genes suppresseurs de tumeurs Nfl, Trp53 et Pten dans les neurones adultes
(Camk2a-creERT™2) n’induit pas de prolifération des neurones ni de lésions tumorales
[68]. Lorsque ces mutations sont introduites dans des neurones immatures
NEUROD1* (Neurodl-creERT2), on observe une prolifération anormale, mais pas de
Iésions néoplasiques [68]. Il faudra introduire ces mutations dans les progéniteurs
neuronaux (DIx1-creERT2) pour observer les premiers défauts d’hyperplasie [68].

Les neurones éconduits, il existe de nombreux types cellulaires dans le
parenchyme cérébral adulte pouvant constituer des cellules d’origines des gliomes,
elles sont présentées en Figure 9. Parmi ces types cellulaires, se distinguent
notamment les progéniteurs d’oligodendrocytes (OPCs) et les progéniteurs neuraux
(NPCs, Neural Progenitor Cells), des cellules au potentiel prolifératif. Les OPCs
constituent par ailleurs, la plus grande population de cellules proliférative du cerveau
adulte, comptant pour ~5% des cellules neurales [69].
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Le parenchyme cérébral est un espace de grande diversité cellulaire. On distingue les neurones, cellules
effectrices du SNC, des cellules gliales dont les rbles sont notamment d’assurer soutien aux neurones sur les
plans trophiques, conducteurs et homéostatiques : parmi ces cellules gliales on retrouve la macroglie,
composée des oligodendrocytes (cellules responsables de la formation de la gaine de myéline) et de leurs
progeéniteurs, les astrocytes (support trophique et régulation des neurotransmetteurs), et les épendymocytes
(cellules constituant une barriére communicante entre le parenchyme cérébral et le liquide cérébrospinal) ainsi
que les cellules microgliales (cellules immunitaires a fonction phagocytaire). Les cellules gliales sont les seules
capables de prolifération dans le cerveau adulte. Cependant, seuls les OPCs ainsi que les NSCs sont capables
de proliférer en condition physiologique tandis que les microglies et astrocytes proliféreront plutét en cas de
lésions cérébrales (réaction astrocytaire ou activation microgliale). Ainsi les OPCs et les NSCs constituent un
contexte cellulaire privilégié pour le développement de tumeurs. Les fléches noires représentent la
différenciation des cellules.

2.1.  Deux candidats a [’origine des oligodendrogliomes : OPCs et NPCs

Les gliomes sont nommés historiquement par la ressemblance
histologique des cellules qui les composent aux cellules gliales : les astrocytomes sont
nommés d’aprés la ressemblance de leur contenu cellulaire aux astrocytes et les
ODGs d’aprés leur contenu cellulaire ressemblant aux oligodendrocytes et a leurs
progéniteurs. Cependant, la réalité est plus complexe et de récentes études de la
composition cellulaire des gliomes, détaillées ci-apres, dévoilent 'hétérogénéité intra-
tumorale des gliomes. De nombreuses études des cellules d’origine de ces tumeurs
ont été conduites dans des modéles murins que nous avons pu décrire dans un
chapitre de livre dédié aux tumeurs cérébrales [70], démontrent le potentiel de
différentes cellules a induire le développement de tumeurs en fonction des mutations
introduites dans celles-ci. Nous les développerons dans ce manuscrit.



2.1 Deux candidats a [’origine des oligodendrogliomes : OPCs et NPCs

Il est important de distinguer les cellules a l'origine des mutations
(cellules initiales) des cellules a 'origine de I'amplification (cellules amplificatrices) de
la tumeur. Nous décrirons le premier type comme celui dans lequel les événements
mutationnels initiaux apparaissent sans pour autant que ces cellules ne soient
transformées et proliferent de maniere massive. Le second type correspond a la
population cellulaire responsable de la production de la masse tumorale. Les cellules
a l'origine de I'amplification de la tumeur sont forcément porteuses des mutations
initiales, mais ne sont pas forcément des cellules initiatrices, tandis que les cellules
initiales peuvent ou non étre des cellules a 'origine de I'amplification. Les travaux que
nous allons décrire ont permis de révéler de maniere trés résolue les deux types de
cellules d’origine des gliomes.

2.1.1 Les OPCs comme cellules constituantes de la masse tumorale

Comme nous le rappelions précédemment, les premieres tentatives de
description du contenu cellulaire des gliomes se sont effectuées historiquement par
histologie. Des marquages réalisés sur des coupes de biopsie de patients ainsi que
dans des modeles murins de gliomes révélaient déja la présence du marqueur NG2
(Neural/Glial Antigen 2), exprimé par les OPCs dans tous les types de gliomes et
préférentiellement les ODGs [71], [72]. En 2016, le groupe de Mario Suva, débute une
série de séquencage a I'échelle de la cellule unique de gliomes mené par Itay Tirosh.
Dans une premiere étude publiée dans Nature [73], ils s’intéressent aux populations
cellulaires de six oligodendrogliomes de grade II (OMS 2016) (4 347 cellules
séquencées). lls identifient trois populations: une population de type
oligodendrocytaire (OPC-like) majoritaire dans quatre des six tumeurs, une population
de type astrocytaire (AC-like) et enfin une population plus progénitrice/souche (NPC-
like, Neural Progenitor Cell) constituant la quasi-totalité des cellules prolifératives [73].
Une analyse de lignage par des méthodes bio-informatiques de pseudo-time révélent
une hiérarchie développementale dans les six tumeurs : la population progénitrice se
différencient en cellules de type astrocytaire et en oligodendrocytaire (majoritairement)
[73]. Cette étude démontre élégamment que les oligodendrogliomes sont
effectivement constitués de cellules de type oligodendrocytaire mais également
d’astrocytes et de cellules progénitrices dans une moindre mesure (Figure 10).

L’année suivante, ils publient dans Science, un séquencage additionnel
de dix astrocytomes de grade I, lll ou IV (OMS 2016) (9 879 cellules séquencées) afin
de réaliser une étude comparative avec les précédents ODGs [74]. Une analyse
différentielle de I'expression des genes de ces deux groupes de gliomes montre un
enrichissement de génes associés aux microglies dans les astrocytomes et de génes
neuronaux dans les ODGs [74]. Les auteurs expliquent que les différences majeures

g)}lnstitut

&wduCerveau



Introduction

Glioblastome

Oligodendrogliome Astrocytome

|

’. NPC
__4W— Astrocyte
~/
@ OPC/Oligo
Y
Cellule
-
mésenchymateuse

Figure 10 — Modele cellulaire des gliomes diffus de I’adulte (d’apres Tirosh et al., 2016, Venteicher
et al., 2017, Nefiel et al., 2019)

*
*

Les gliomes diffus de I'adulte dérivent de cellules gliales transformées. Les différents types de gliomes partagent
des populations cellulaires communes : des cellules de type oligodendrocytaires, astrocytaires et progénitrices.
Les GBMs présentent la particularité de contenir également des populations de type mésenchymateuses. La
présence de cellules progénitrices dans ces tumeurs supporte la notion de cancer stem cells (CSCs) et un
développement hiérarchique (différenciation) dans les gliomes, indiqué par les fléches noires. Cette
différenciation est d'ailleurs diminuée lorsque les astrocytomes évoluent en grade, présentant alors un pronostic
plus sombre. On note la présence d'un TME de composante neuronale dans les ODGs alors que les
astrocytomes et les GBMs présentent des signatures plus immunitaires.

entre ces deux groupes de gliomes découlent de leur TME plutdt que de leur contenu
cellulaire tumoral. En effet, la proportion des cellules et leur contenu transcriptomique
sont assez similaires entre les astrocytomes et les ODGs : on retrouve des cellules
OPC-like, AC-like et NPC-like (Figure 10). Toutefois, on observe une forte expression
des marqueurs astrocytaires GFAP et ID4 et des genes situés sur les bras
chromosomiques 1p et 19q dans les astrocytomes, tandis que l'on observe des
marqueurs oligodendrocytaires OLIG1 et SOX8 ainsi que des géenes réprimés par la
protéine CIC, dans les oligodendrogliomes [74]. Enfin, en ségrégant les astrocytomes
par grade, les auteurs décrivent une augmentation de la population NPC-like
proliférative associée a une diminution des populations différenciées [74]. Ces
données suggeérent que l'agressivité des gliomes est potentiellement due a cette
population progénitrice. De plus, la similitude des lignages gliaux des cellules
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tumorales entre les astrocytomes et les ODGs indique une potentielle origine
commune pour ces gliomes IDH-mutés. Les principales différences entre ces deux
groupes de gliomes reposent essentiellement sur la composition de leur TME avec
une abondance de macrophages et de microglie associée a I'évolution en grade dans
les astrocytomes [74].

Apres avoir exploré la diversité cellulaire des gliomes IDH-mutés, Itay
Tirosh s’intéresse aux populations cellulaires de 20 GBMs chez I'adulte et 8 GBMs
pédiatriques (24 131 cellules séquencées) dans un dernier article publié dans Cell [75].
Neftel et al., décrivent quatre états cellulaires particulierement dynamiques a l'origine
de I'hétérogénéité de ces gliomes et correspondant aux sous-types de GBMs décrits
par Verhaak et al., [26]. On retrouve ainsi une population OPC-like et NPC-like
majoritaire dans le sous-type proneural, une population AC-like associée aux sous-
types classigues, une population mésenchymateuse (MES-like) associée au sous-type
éponyme (Figure 10). Les populations OPC-like et MES-like sont enrichies dans les
GBMs pédiatriques (respectivement 30 et 20% vs 12 et 12%) alors que la population
AC-like est particulierement enrichie dans les GBMs adultes (35 vs 6%) [75]. Toutes
les populations contiennent des cellules prolifératives : 12,5% pour les cellules MES-
like, 17% pour les AC-like, 25% pour les NPC-like et enfin 30% pour les OPC-like [75].
Ces données sont cohérentes avec les propriétés prolifératives physiologiques de ces
cellules et les données des deux articles précédents décrivant une population NPC-
like proliférative dans les gliomes IDH-mutés [73], [74].

Plus intéressant encore, Neftel et al., démontrent le potentiel souche de
certaines de ces populations. En effet, la greffe de cellules MES-like ou d’un
échantillon contenant les quatre populations chez la souris induit le développement de
GBMs sauvegardant la distribution cellulaire de la tumeur d’origine [75]. Cela démontre
expérimentalement la présence de CSCs dans ces populations, capables de
reconstituer une tumeur pouvant étre a l'origine des récidives du GBM et de sa
plasticité. La greffe de cellules NPC-like induit le développement de GBM dont la
distribution cellulaire est variable d’'une greffe a l'autre [75]. Cela suggere une
présence de ces CSCs plus importante dans la population MES-like associée au sous-
type de GBM présentant le pire pronostic [26]. Enfin, ce sont les différentes altérations
géneétiques retrouvées dans les GBMs qui dictent les proportions de ces quatre états
cellulaires. Ainsi, les amplifications des génes PDGFRA, CDK4 et EGFR ainsi que des
mutations du géne NF1 sont respectivement associées a un programme OPC-like,
NPC-like, AC-like et MES-like dans les GBMs [75].

Toutes ces informations nous permettent d’observer que les cellules
amplificatrices qui constituent la masse tumorale des gliomes sont variées. On
retrouve dans les gliomes IDH-mutés des cellules ressemblant aux OPCs, aux
astrocytes et aux progéniteurs neuraux ; tandis que I'on retrouve dans les GBMs, en
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plus de ces derniers, des cellules MES-like associées a I'hypoxie, la glycolyse et la
présence de microglie et de macrophages. La présence dans les GBMs de CSCs peut
expliquer I'agressivité et la récidive observée dans ces tumeurs et notamment dans
les types mésenchymateux. Le TME est également important dans le développement
des gliomes et définit méme I'identité transcriptomique des ODGs et des astrocytomes.
Les cellules OPC-like et NPC-like représentent les clusters de cellules les plus
prolifératifs constituant des cellules amplificatrices des gliomes. Les lighages
communs dans les compositions cellulaires des gliomes suggerent des origines
cellulaires communes. Explorons a présent au travers de modeéles murins de gliomes
comment les chercheurs de ces derniéres années ont mis en évidence les cellules
initiatrices dans le développement des gliomes.

2.1.2 Les OPCs et les NPCs comme cellules a [’origine des mutations

La question des cellules d’origine des gliomes a longtemps été débattue.
L’émergence de modéles murins ces derniéres années a permis de tester le potentiel
initiateur de cellules putatives d’origine par lintroduction spécifique de mutations
oncogéniques dans ces cellules. La plupart de ces études résumées en Table 3 se
sont notamment focalisées sur l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs
retrouvés mutés dans les GBMs ou les astrocytomes comme Pten, Trp53, Nfl et
Cdkn2a ou lintroduction d’'oncogénes comme Egfr!!, Ras, Akt et Pdgf(a/b) dans les
astrocytes, les NPCs et les OPCs [70].

La question des astrocytes comme cellules initiatrices des gliomes est
longtemps demeurée une énigme [76]. Ces cellules gliales prolifératives dans les
premieres semaines périnatales avant d’entrer en quiescence [77]. Chez I'adulte, elles
sont décrites comme étant capables de rentrer & nouveau dans le cycle cellulaire en
conditions de lésions [77], [78]. Les groupes de Luis Parada et d’Eric Holland ont mis
au point de nombreux modéles murins présentant les mutations retrouvées dans les
astrocytomes et les GBMs pour tester le potentiel tumorigénique de différentes
cellules. Le groupe de Luis Parada décrit que I'inactivation conditionnelle du géne Nfl
dans les cellules GFAP* (hGfap-Cre) de souris déficiente pour Trp53 induit le
développement d’une grande variété d’astrocytomes se développant autour de la SVZ
[79]. L’ajout a ces altérations de [linactivation hétérozygote de Pten accélére la
formation d’astrocytomes de haut grade (3/4) [80]. Le groupe d’Eric Holland décrit
egalement le développement d’astrocytomes (40%) dans les cellules GFAP* (Gfap-
creTVA) et ’ODGs (30%) dans les cellules NESTIN* (Nes-creTVA) aprées introduction
par le rétrovirus RCAS de 'oncogéne Pdgf-b dans ces cellules [81].
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Introduction

Le souci de ces modeles et qu’ils ne permettent pas d’affirmer avec
certitude que les astrocytes sont des cellules d’origine. En effet, bien que les astrocytes
soient encore prolifératifs aux stades périnataux des études, les NSCs expriment
également le marqueur GFAP et constituent potentiellement les cellules d’origines de
ces tumeurs. Toutefois, la surexpression des genes Ras et Akt induit le développement
de glioblastomes (25%) dans les cellules NESTIN* mais pas dans les cellules GFAP*,
dévoilant un potentiel initiateur plus important des NSCs [82]. Pour distinguer les deux
types cellulaires, le groupe de Luis Parada réalise une étude dans laquelle ils
présentent un modele d’inactivation introduisant les mémes mutations des génes
Trp53, Pten et Nfl dans les NSCs (Nes-CreERT™2) [83]. lIs constatent le développement
d’astrocytomes de grade 3 et 4 en postnatal et chez I'adulte, similaires a ceux décrits
dans le modele hGfap-Cre [79]. De plus, linjection stéréotaxique d’adénovirus
permettant 'expression de la CRE recombinase dans les cellules infectées, n’induit le
développement de tumeurs que lorsque cette injection a lieu dans la SVZ [83]. Ces
données suggeéerent que ce sont les NSCs plutét que les astrocytes qui sont a 'origine
des astrocytomes et des GBMs dans ces modéles murins.

Assanah et al., cherchent a explorer le potentiel initiateur de progéniteurs
gliaux adultes pour mimer au plus proche la clinique des gliomes diffus de I'adulte [5].
lls réalisent alors des injections de rétrovirus (infectant les cellules prolifératives)
permettant aux cellules transduites de surexprimer 'oncogéne Pdgf-b ainsi que la GFP
(Green Fluorescent Protein) afin d’identifier les cellules infectées [84]. lls décrivent la
formation de GBMs dans 100% des cas, 14 jours aprés infection. Les auteurs montrent
également que la plupart des cellules tumorales fluorescentes correspondent a des
cellules OPC-like (NG2*) et non a des cellules AC-like ou NSC-like (GFAP") [84]. Cette
étude est la premiere a décrire les OPCs comme cellules amplificatrices dans le
développement des glioblastomes.

Une nouvelle étude du groupe de Luis Parada étudiera également le
potentiel initiateur de progéniteurs neuraux bipotents ASCL1* (Ascll-creER™) en y
inactivant les genes Trp53 et Nfl uniqguement (AscNP) soit en inactivant également le
gene Pten (AscNPP) [85]. Les deux modéles induisent le développement de deux
types de GBMs de localisation et de caractéristiques histologiques différentes. Les
GBMs de type 1 (AscNPP) présentent une surexpression de marqueurs astrocytaires
dont la GFAP, une survie et une prolifération cellulaire plus importante et une
localisation dorsale ; tandis que les GBMs de type 2 présentent une prolifération moins
importante, une localisation ventrale circonscrite et la présence de marqueurs d'OPCs
[85]. Pour confirmer I'hypothése que les GBMs de type 2 dérivent d’OPCs adultes, ils
générent un nouveau modele NG2-creER™ pour y introduire toutes les mutations
précédentes entre 4 et 8 semaines postnatales [85]. Les tumeurs résultantes
expriment OLIG2 et PDGFRA, des marqueurs d’OPCs, confirmant le potentiel
initiateur des OPCs pour le développement des GBMs. Afin de démontrer le potentiel
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initiateur des OPCs cette fois dans les ODGs, Lindberg et al., utilisent le méme
systeme de transduction spécifigue RCAS-TVA du groupe d’Eric Holland afin de
surexprimer les oncogénes Pdgf-b, Ras, Akt ou une combinaison de Ras et Akt dans
les OPCs (Cnp-CreTVA) [86]. lls observent une incidence de développement de
gliomes de 33% uniquement dans les souris surexprimant Pdgf-b ; des gliomes
identifiés comme des ODGs de grade I, dévoilant les OPCs comme cellules initiatrices
de ces tumeurs.

Dans la continuité de I'étude précédente, les travaux d’Anders Persson
publiés dans Cell en 2010 explore le potentiel de progéniteurs gliaux (NSCs exclus)
dans le développement d’ODGs a travers la surexpression d’un alléle constitutivement
actif du gene Egfr (v-erbB) sous le contrdle du promoteur du gene S1008 (populations
neuronales, OPCs, astrocytes matures) chez des souris inactivées pour le géne p53
[87]. Les auteurs démontrent le développement d’ODGs associés aux structures de la
matiére blanche a travers I'expansion dOPCs (NG2*OLIG2"). Contrairement aux
tumeurs induites de maniere virale précédemment décrites, ces tumeurs se
développent en environ deux mois. Elles expriment également d’autres marqueurs du
lignage oligodendrocytaire comme PDGFRa, SOX10 et OLIG2 plutbét que des
marqueurs de NSCs au niveau transcriptomique. Enfin, seule la greffe de cellules
NG2* (OPCs) dans des souris immunodéprimées induit la formation d’ODGs décrivant
de nouveau les OPCs comme potentielles cellules initiatrices de ces tumeurs.
Néanmoins, seuls les OPCs ont pu étre également décrits comme des cellules
amplificatrices a l'origine du développement des gliomes.

L’année suivante, une élégante étude menée par Liu et al., finit de
confirmer le potentiel initiateur des NSCs et des OPCs de maniére trés spécifique [88].
lls développent un systeme appelé MADM (Mosaic Analysis with Double Markers)
dans lequel ils parviennent a suivre par un systtme de recombinaison
interchromosomique induit par la CRE recombinase, la descendance des cellules
initiales dans des cellules contenant les mutations inactivatrices de Trp53 et Nfl
(cellules GFP*) et d’autres sans mutations (cellules RFP*) par fluorescence [88].
L’avantage de ce modele est qu’il permet une recombinaison dans un nombre restreint
de cellules (la recombinaison interchromosomique étant un événement rare) mimant
plus fidelement le développement tumoral. Ainsi, et pour la premiére fois, les auteurs
peuvent décrire la descendance cellulaire des gliomes induits par ces deux types de
cellules initiatrices que sont les OPCs (NG2-Cre) et les NSCs (Nes-Cre). lls observent
dans les deux modéles, I'induction de gliomes, au bout de cing mois, confirmant a
nouveau le potentiel initiateur de ces deux types cellulaires [88]. Que les mutations
soient introduites dans les NSCs ou les OPCs, on remarque que la population cellulaire
pour laquelle la proportion de cellules mutantes (GFP*) est bien plus importante que
les cellules contréles (RFP*) correspondent a une population dOPC (PDGFRa*) [88].
Un marquage BrdU avant perfusion révéle a P60 que la totalité des cellules
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prolifératives sont des OPCs. Les cellules prolifératives mutantes constituent 84% des
cellules prolifératives et sont situées hors de la SVZ [88]. Cette étude nous confirme
gue les cellules amplificatrices dans les gliomes sont les OPCs plutbt que les NSCs ;
toutefois, les deux types cellulaires peuvent étre des cellules initiatrices des gliomes.

Cependant, la plupart des mutations introduites dans ces modéles
murins correspondent a des mutations retrouvées dans les GBMs [4]. Des modeles
murins s’intéressant a I'étiologie des ODGs ont émergé ces dernieres années
présentant des mutations retrouvées dans ces tumeurs et notamment la mutation
IDH1R132H | e groupe de Chiara Bardella a développé un modéle murin dans lequel la
mutation IDH1R132H est introduite dans les NSCs (Nes-CreERT2) de maniére inductible
par injection de tamoxiféne [89]. Un rapporteur fluorescent (Rosa26-S--YF?) permet de
suivre le destin des cellules recombinées aprés injection [89]. Bardella et al., décrivent
une augmentation de la prolifération des NSCs et la formation de nodules invasifs
originaires de la SVZ envahissant le parenchyme cérébral a partir de deux mois post-
injection [89]. Les mutations du géne IDH1 seraient donc initiatrices dans le
développement d’oligodendrogliomes.

Dans cette partie, nous avons pu décrire les OPCs et les NSCs comme
cellules initiatrices dans les gliomes. Les OPCs constituent également des cellules
amplificatrices pour les gliomes et en particulier pour les ODGs. C’est pourquoi nous
nous proposons au laboratoire d’étudier le développement des oligodendrogliomes en
étudiant les conséquences de mutations retrouvées dans ces tumeurs, dans les OPCs
en particulier. De ce fait, nous nous focaliserons a présent sur ces cellules et leur
physiologie afin de comprendre leur réle dans le développement tumoral.
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2.2.  Physiologie du lignage oligodendrocytaire

Nous avons pu décrire dans la partie précédente les OPCs comme une
origine cellulaire des oligodendrogliomes. Afin de comprendre comment des tumeurs
se développent a partir de ces cellules, il estimportant de comprendre leur physiologie.
Les progéniteurs d’oligodendrocytes, comme leur nom l'indique, sont des cellules
capables de produire des oligodendrocytes. Découvertes en méme temps que les
cellules microgliales par Pio del Rio Hortega grace a la méthode d’imprégnation
argentique®, les « cellules interfasciculaires » appelées par la suite oligodendroglie
arborent des faisceaux dendritiques [90]. Cependant, I'existence de cette population
gliale fait débat et n’est pas reconnue en particulier par Santiago Ramon y Cajal. La
production des travaux de Hortega en langue espagnol n’aidant pas a la diffusion de
ses découvertes, il faudra attendre sa premiere description systémique des
oligodendrocytes (OLs) en 1928 pour convaincre la communauté scientifique [90].
Néanmoins, ce n’est qu’a 'avénement de la microscopie électronique que nous avons
été en mesure de démontrer la production par les OLs des feuillets de myélines,
principaux constituant de la matiére blanche, permettant l'isolation des axones des
neurones afin de permettre la conduction saltatoire du potentiel d’action [91].

Une revue de Mikael Simons, professeur de neurobiologie moléculaire et
expert dans la myélinisation décrit particulierement bien ce processus [91]. Chez la
souris, la myélinisation débute dés la naissance et est quasiment compléete aprés deux
mois [92], [93]. Chez 'Homme, elle débute dans le dernier trimestre embryonnaire et
s’achéve au début de l'adge adulte [94], [95]. C'est un processus extrémement
hétérogéne qui dépend de la structure et de I'dge de 'organisme : dans le cortex et le
corps calleux, les OLs peuvent myéliniser jusqu’a 80 internceuds (segments myélinisés
d’axones) d’axones de faible diameétre (>0,2um) ; tandis que dans la moelle épiniére,
les OLs myélinisant de plus gros axones (1 a 15um) ont moins d’internceuds, mais ces
derniers sont plus larges et épais [96]. Il y a ainsi une relation linéaire entre le diamétre
de l'axone, I'épaisseur du feuillet et leur nombre montrant ainsi I'importance de
modulation de la myéline pour une conduction efficace de l'influx nerveux et sa
plasticité [97].

Le processus d’enroulement du feuillet de myéline décrit en Figure 11 a
longtemps été débattu. Différents modeles basés sur des observations en microscopie
électronique ont été proposeés, le plus communément répandu étant celui de Mikael
Simons. La régulation de ce mécanisme d’enroulement est finement régulée, mais
nous ne développerons pas ici ces subtilités décrites de maniére extensive dans la
revue de Mikael Simons [91]. Les OLs n’assurent pas que des fonctions de support

6 Méthode d’imprégnation argentique : une technique de coloration des cellules neurales dérivée de la
coloration de Golgi
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Figure 11 — Développement morphologique du feuillet de myéline du SNC (d’aprés Suaidero et Simons)

* *

Ce modéle produit en 2014 par Snaidero et Simons propose que les oligodendrocytes produisent un premier
feuillet triangulaire qui fera un premier contact avec I'axone. L'enroulement se produit par deux phénomeénes :
le premier est le mouvement de la langue interne (en jaune) du feuillet s'enroulant autour de I'axone et
responsable de I'empilement des couches. Le deuxiéme est la compaction des couches produisant une
extension latérale cette fois des couches produisant ainsi a son extrémité des bourrelets cytoplasmiques
permettant une communication entre les parties les plus internes et externes du feuillet (langue externe, en
violet). Des canaux intermédiaires appelés canaux cytoplasmiques (en rouge) sont également présents
pendant le développement du feuillet permettant notamment un trafic vésiculaire. Ces canaux disparaissent
lorsque le feuillet mature est stabilisé. L'activité neuronale et des facteurs exogénes peuvent cependant
entrainer une plasticité de ces feuillets et ainsi moduler I'activité de I'axone correspondant.

physique des axones, mais également des fonctions trophiques. En effet, les OLs par
leur besoin énergétique conséquent pour la genese du feuillet de myéline disposent
d’'un arsenal métabolique important. lls assurent un support trophique aux axones
notamment par la production de lactate afin d’assurer la synthése d’ATP nécessaire
au bon fonctionnement des neurones [98], [99]. Comme nous I'évoquions plus haut,
ces oligodendrocytes sont produits par les OPCs que nous allons étudier a présent.

Ces cellules progénitrices sont notamment décrites pour leur capacité a
produire par différenciation des OLs [100], [101]. Cette génération est massive dans
les premieres semaines périnatales puis cette production se tarit au fur et a mesure
de la progression de la myélinisation [92]. Cependant, la population des OPCs se
maintient tout au long de la vie bien que leur temps de cycle augmente avec le temps,
constituant ainsi la population la plus importante de cellules prolifératives a 'age adulte
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représentant 2 a 8% de la population cellulaire totale [69], [102]. Dans le corps calleux
notamment, leur temps de cycle est inférieur & 2 jours de P6 a P21, augmente a 9
jours a P60 jusqu'a atteindre un plateau de 70 jours a partir de P240, cette
augmentation est encore plus importante dans le cortex [69] [103]. Cette population
constitue a I'dge adulte un réservoir ayant le potentiel de se différencier de nouveau
en OLs en cas de démyeélinisation assurant une homéostasie de la densité d’OLs [104]
[105] [106].

Longtemps considéré comme une quatrieme population de cellules
gliales a part entiere, I'existence de ces cellules également appelées « glie NG2* » (du
nom du marqueur ayant permis a les identifier) ou encore « polydendrocytes », avait
déja été pressentie par del Rio Hortega qui décrivait une population de cellules dont
les prolongements cytoplasmiques bipolaires étaient plus courts [90]. Le groupe
d’Akiko Nishiyama a longtemps étudié le devenir cellulaire des cellules NG2*. Bien que
souvent décrits comme des OPCs, les cellules NG2* constituent un ensemble plus
vaste de cellules comprenant des cellules murales dont les péricytes, des cellules
mésenchymateuses et des myoblastes notamment [107]. Cependant le fait que la
plupart des OPCs expriment le marqueur NG2 et que la plupart des cellules NG2*
expriment également le marqueur PDGFRa rend difficile la distinction entre ces deux
populations cellulaires et leur descendance étant donné que I'expression de ces
marqueurs diminue lors de la différenciation [101] [107].

Ces dernieres années, I'émergence de modéles murins permettant
d’effectuer du lineage-tracing (suivi du destin cellulaire) via 'expression conditionnelle
et spécifique de rapporteurs fluorescents, ont permis d’élucider la question de la
progénie des cellules NG2* et PDGFRa*. Ainsi, Rivers et al., démontre in vivo que les
cellules PDGFRa* chez le rat adulte donnent quasiment exclusivement des OLs ainsi
qu’'un faible nombre d’interneurones dans le cortex piriforme [108]. Le groupe de
Nishiyama montre pour les cellules NG2*, une production embryonnaire transitoire
d’astrocytes suivie d’une production exclusive de cellules NG2* et d’oligodendrocytes
a des stades plus tardifs de 'embryogenése et en postnatal [92]. In vitro, des OPCs
purifiés depuis des nerfs optiques de rats capables de se différencier en astrocytes,
potentiel conservé lorsque ces OPCs sont transplantés dans un environnement murin
déplété en cellules gliales [109], [110]. On observe ainsi une certaine plasticité
dépendante de I'age, de la région et du contexte cellulaire des cellules progénitrices
d’oligodendrocytes. Nous décrirons dans cette sous-partie plus particulierement
I'origine embryonnaire de ces OPCs, la différenciation et la maturation de ce lignage
et ses propriétés électrophysiologiques.

g)}lnstitut

duCerveau



Introduction

2.2.1 Origines embryonnaires du lignage oligodendrocytaire

Dans les premiers jours de la neurulation et du développement de la
plague neurale, les cellules souches neurales appelées cellules neuro-épithéliales
proliférent de maniere symétrique afin d’augmenter leur nombre (Figure 12). Ces
cellules neuro-épithéliales commencent ensuite a se diviser de maniere asymétrique
pour s’auto-renouveler d’'une part, et pour produire des neurones directement ou
indirectement via la production de progéniteurs neuraux d’autre part [111]. On parle
alors de cellules de la glie radiaire (cellules RG) nommées d’aprés prolongement
s’étendant dans I'épaisseur du cortex, servant de support aux neuroblastes en
migration. Aprés cette premiére étape de neurogenése qui démarre dans les deux
premieres semaines de 'embryogenése chez la souris, débute un second programme
développemental permettant la production de progéniteurs gliaux et d’astrocytes : on
parle de gliogenese (neurogenic-to-gliogenic switch), produisant de maniere
séquentielle, astrocytes et OPCs ainsi que cellules épendymaires [112].
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Figure 12 — Des origines variées et séquentielles de la production de cellules gliales (d’apres
Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009 et Tilborg et al., 2018)
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A. Les cellules neuro-épithéliales se divisent symétriquement pour assurer le développement du tissu neural.
Ces cellules adoptent par la suite une division asymétrique permettant d’'une part leur renouvellement et d’'une
autre la production de progéniteurs intermédiaires a I'origine de la production de neurones, ce sont les cellules
de la glie radiaire (RG). Dans la seconde partie de 'embryogenése, les cellules RG subissent un changement
de destinée cellulaire passant d'une neurogenése a une gliogenése avec la production d’'OPCs, d’astrocytes et
de cellules épendymaires. A I'age adulte, les cellules RG se sont différenciées en cellules épendymaires ou
maintenues en cellules de type B. Elles sont responsables de la neurogenése a travers une production d'OPCs
et d'interneurones dans la zone sous-ventriculaire et de neurones dans le gyrus denté de I'hippocampe. B. Les
OPCs sont produits durant I'embryogenése sous forme de vagues successives originaires de différentes
régions ventriculaires. Dans le télécéphale, on décrit trois vagues consécutives de E12 a la naissance, dont
seules subsistent les deux derniéres. Dans le cervelet, on décrit une faible production locale d’OPCs largement
complétée par une colonisation d’OPCs de structures extra-cérébelleuses. Enfin dans la moelle épiniére, on
décrit également deux vagues de production : une premiére ventrale Shh-dépendante et une deuxiéme dorsale
Shh-indépendante.
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Au cours de I'embryogenése, le facteur de transcription OLIG2 est
important dans le développement du lignage oligodendrocytaire. Il promeut la
spécification de neurones et d'oligodendrocytes en fonction de son état de
phosphorylation : dans un premier temps, sa phosphorylation entraine les cellules
embryonnaires vers le lignage neuronal et sa déphosphorylation successive le rend
spécifiqgue au demeurant du lignage oligodendrocytaire [113]. Pour la spécification des
cellules dans le lignage oligodendrocytaire, OLIG2 interagit notamment avec le facteur
MASH1/ASCL1 [114]. Une étude réalisée au sein de I'Institut, par le groupe de Carlos
Parras, démontre dans un modeéle murin inactivé pour ASCL1 que son absence
entraine une réduction de la spécification des NSCs dans le lignage oligodendroglial
au profit d’astrocytes ainsi qu’une réduction de la myélinisation chez la souris juvénile
[115] [116]. ASCL1 est également impliqué dans la remyélinisation comme le montre
sa surexpression dans les OPCs dans un modele de démyeélinisation [115].

L’origine embryonnaire des OPCs a été particulierement étudiée dans la
moelle épiniere et le télencéphale (Figure 12). La myélinisation du SNC est dite
antérograde, c’est-a-dire qu’elle débute de maniére caudale au niveau de la moelle
épinieére pour s’achever dans les régions corticales autour de deux mois chez la souris
et jusqu’a 30 ans chez 'Homme [92]-[95]. Cependant, la production d’OPCs débute
dans ces structures quasiment en méme temps autour de la deuxieme semaine de
gestation chez la souris [117]. Dans la moelle épiniére, les OPCs dérivent de
progéniteurs neuraux du domaine pMN ventral distincts des pMN dorsaux donnant
naissance a des motoneurones [118], [119]. L’expression graduelle de la voie Sonic-
Hedgehog (Shh) induira I'expression du facteur de transcription OLIG2 dans les pMN
ventraux induisant la production graduelle d’OPCs [118], [119]. Survient ensuite une
vague dorsale de production d’OPCs indépendante de la voie Shh.

Dans le télencéphale, Kessaris et al.,, décrivent trois vagues
embryonnaires successives de production d’OPCs [120]. Une premiére vague ventrale
d’'OPCs est produite par des progéniteurs NKX2.1* de I'éminence ganglionnaire
médiane et de l'aire entopédonculaire antérieure a E12,5 (embryonic day). lls
envahissent alors le parenchyme cérébral jusqu’a des niveaux dorsaux ou ils sont
rejoints par une seconde vague originaire des éminences ganglionnaires caudales et
latérales autour d’E15. Enfin, une derniere vague provenant de la SVZ dorsale
produira la plupart des OPCs demeurant des structures périnatales. Par exemple, 80%
des OPCs du corps calleux proviennent de la troisieme vague [121]. Alors que I'on
pensait que la premiére vague embryonnaire de production d’OPCs ne persistait pas
en postnatal [120], de récentes études montrent une persistance de ces OPCs en
postnatal : a P12, 20% des OPCs du corps calleux dérivent de la premiere vague et
cette proportion monte a 48% dans la moelle épiniére dorsale [121], [122]. Afin de
coloniser le parenchyme cérébral, les OPCs migrent le long des vaisseaux sanguins
par activation de la voie Wnt de maniére autocrine pour induire I'expression de CXCR4,
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un récepteur impliqué dans la migration chez 'embryon [123]. Ainsi, les OPCs peuvent
entamer leur processus de différenciation.

A I'age adulte, des OPCs se maintiennent par auto-renouvellement mais
peuvent également étre produits par spécification de NSCs au niveau de la SVZ
dorsale en condition de lésions [104], [124]. De maniére remarquable, les OPCs sont
capables de réguler leur densité et de migrer et proliférer dans des zones lésées afin
de maintenir leur homéostasie et une population constante en embryonnaire et chez
'adulte [106], [120]. Pour atteindre leur destination finale, les OPCs nécessitent un
systeme vasculaire fonctionnel pour migrer le long des vaisseaux grace au couplage
du récepteur CXCR4 des OPCs au ligand SDF-1 (CXCL12) exprimé par les cellules
endothéliales [123]. L’activation de la voie Wnt, induit I'expression de CXCR4 et donc
la migration des OPCs ; d’autres facteurs comme le PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor) et le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisent également la
migration [117], [123]. Arrivés a destination, les OPCs proliferent jusqu’a atteindre un
équilibre homéostasique [106].

2.2.2 Differenciation et maturation du lignage oligodendrocytaire

Des lors, les progéniteurs subissent d’importants changements
transcriptionnels induisant leur différenciation que nous allons décrire [117]. Lorsque
les OPCs atteignent leur équilibre homéostatique, ils entament leur processus de
différenciation en oligodendrocytes immatures (iOLs). Parmi les voies régulant la
différenciation des OPCs, I'activation de la voie Wnt a été décrite comme un inhibiteur
majeur de ce processus [125]-[127]. La surexpression de son effecteur TCF4/TCF7L2
ou l'inactivation de son inhibiteur APC dans les cellules OLIG2* altere la maturation
des oligodendrocytes en conditions physiologiques et en condition de remyélinisation
[125]. CC1 constitue par ailleurs un marqueur pan-oligodendrocyte reflétant I'inhibition
de cette voie dans ces cellules (Figure 13) [128]. Lors de lésions de la myéline, on
retrouve une surexpression de 'AXIN2, un inhibiteur de la voie Wnt, associée a la
maturation des oligodendrocytes ; son inactivation entrainant une diminution du
nombre de ces derniers [126].

L’activité neuronale induit I'expression de miARNs (micro ARNS),
inhibant I'expression de marqueurs d'OPCs comme PDGFRa et NG2 (Figure 13),
favorisant la différenciation [117], [129]. OLIG1 est facteur important de la
différenciation des OPCs corticaux. En effet, son inactivation constitutive entraine un
défaut de myeélinisation dans les structures de la matiére blanche cérébrales comme
le corps calleux alors que la moelle épiniere n’est pas impactée [130]. En combinaison
avec OLIG2, il induit I'expression de SOX10, un facteur de transcription induisant
I'expression de protéines constituantes de la myéline comme MBP [131]. Toutefois,
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Figure 13 — Spécification et différenciation du lignage oligodendrocytaire et ses marqueurs
(d’apres Nishiyama et al., 2021)

Le lignage oligodendrocytaire est caractérisé par une grande variété de marqueurs définissant I'identité
cellulaire de ses composants. Les facteurs ASCL1 et OLIG2 permettent une spécification des progéniteurs
neuraux dans la voie oligodendrocytaire en induisant I'expression des marqueurs PDGFRa et NG2,
caractéristiques du stade OPC. Dans les stades les plus précoces, on observe la présence de pré-OPCs,
récemment décrits, exprimant le récepteur EGFR. On note également I'expression nucléaire des facteurs
OLIG2 (dont I'expression reste constante dans le lignage) et OLIG1. Lors de la différenciation cellulaire,
I'expression de ce dernier diminue tandis que des facteurs de différenciation s’expriment de maniére plus
importante comme SOX10 et NKX2.2. Suite a la différenciation, une multitude de changements
transcriptomiques et épigénétiques se déroule bouleversant la biologie des marqueurs du lignage. Les iOLs
commencent a exprimer APC/CC1, ce dernier constituant un marqueur des stades différenciés. L’expression
de NKX2.2 est alors maximale, on note également I'expression d'ENPP6, BCAS et notamment CNPase qui
constituent tous des marqueurs des stades immatures. Lors de la maturation, le facteur OLIG1 est exprimé de
nouveau, mais de maniére cytoplasmique, participant au développement de la myéline. Il induit notamment
I'expression de protéines constituantes de la myéline de maniéere progressive telles que PLP1, MAG, MBP et
enfin MOG.

pour que la différenciation des OPCs soit efficace, OLIG1 doit étre exprimé de maniére
transitoire pour permettre la maturation compléte des oligodendrocytes. Sa
surexpression dans les NSCs in vitro induit la différenciation en OPCs, mais empéche
le développement d’OLs matures (mOLs) [132]. Son expression nucléaire est
largement diminuée dans les OPCs en différenciation [130], [133]. On retrouve ensuite
une expression cytoplasmique dans les OLs en cours de maturation [115], [130]. On
observe également une surexpression du facteur NKX2.2 dans les OPCs engagés
dans la différenciation, son inactivation conduisant a une altération de la différenciation
causant une accumulation d’OPCs [134].

En plus de ces changements transcriptionnels au cours de la
différenciation, les OPCs subissent également une reprogrammation épigénétique. Le
groupe de Carlos Parras établit le rdle inédit et redondant des remodeleurs
chromatiniens CHD7 et CHD8 dans la différenciation initiale des OPCs [135]. Marie et
al., démontrent que l'inactivation conditionnelle de ces remodeleurs dans les OPCs
(Chd7iKO et Chd8iKO) induit 'apoptose des OPCs par surexpression de p53 et une
diminution du nombre d’OLs [135]. En effet, CHD7 réprime I'expression de p53 et induit
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I'expression des facteurs de transcription NKX2.2 et SOX10 ainsi que de GPR17, tous
trois impliqués dans la différenciation du lignage [135]. Les histones désacétylases
HDAC1 et HDAC2 ont également été décrites dans la différenciation des OPCs.
L’inactivation conditionnelle de HDAC1 et HDAC2 dans le lignage oligodendrocytaire
cause une diminution des populations d’OPCs et d’'OLs, suggérant que ces histones
désacétylases interviennent a  différentes étapes du  développement
oligodendrocytaire [129].

Enfin, les iOLs achevent leur maturation au niveau des axones des
neurones pour induire la myélinisation. On observe une induction de genes codant des
protéines associées a la myéline comme PLP, MAG, MBP notamment induits par
OLIG1 et SOX10 (Figure 13) [131]. Un autre régulateur important dans la
différenciation et notamment la maturation des OLs est le facteur régulateur de la
myéline, MYRF. Une inactivation conditionnelle de ce facteur résulte en une altération
sévere de la myélinisation du SNC chez la souris [136]. L’expression de MYRF induit
I'expression des protéines constituantes de la myéline pour I'établissement correct des
feuillets membranaires des mOLs.

2.2.3 Propriéteés électrophysiologiques des OPCs

Au-dela de la régulation de l'activité électrique des neurones par
I'établissement du feuillet de myéline permettant la conduction saltatoire, les OLs et
les OPCs interagissent également avec les neurones via une communication
électrique. Dwight E. Bergles montre pour la premiére fois au début des années 2000,
la présence de synapses glutamatergiques fonctionnelles dans I'hippocampe murin
entre des neurones et des OPCs [137]. Quelgues années plus tard, il étend cette
observation en décrivant la présence de synapses GABAergiques toujours dans
'hippocampe entre les neurones et les OPCs mais également entre les neurones et
les oligodendrocytes [138]. Karadottir et al., détaillent ensuite des courants de
composante AMPA et NMDA (du nom des récepteurs ionotropiques qui les
composent) de synapses glutamatergigues dans les oligodendrocytes et montrent que
lintensité des courants induits diminue avec la maturation du lignage
oligodendrocytaire [139]. On s’interroge alors a cette époque sur les conséquences
fonctionnelles de telles interactions dans les OLs et leurs progéniteurs.

Les travaux du groupe de Michelle Monje ont permis de décrire les
conséquences fonctionnelles de [l'activité neuronale dans le lignhage
oligodendrocytaire. lls démontrent dans un modéle murin d’optogénétique que l'activité
neuronale induite par les motoneurones corticaux induit une augmentation du nombre
et de la prolifération des OPCs ainsi qu’une augmentation du nombre d’'OLs et de
I'épaisseur de leurs feuillets de myéline [140]. Ainsi, I'activité neuronale exerce un role
important dans le développement du lignage oligodendrocytaire.
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2.3.  Hetérogenéite du lignage oligodendrocytaire

A I'image des cellules tumorales qui en dérivent, les cellules du lignage
oligodendrocytaire sont particulierement hétérogénes, notamment en termes de
capacité proliférative, de différenciation et de myélinisation en conditions
physiologiques et pathologiques, constituant ainsi une population diverse et complexe.
Nous décrirons dans cette partie les travaux pionniers du groupe de Magdalena Gotz
et de sa collaboratrice Leda Dimou, qui ont largement contribué a la description de
'hétérogénéité régionale des cellules du lignage oligodendrocytaire. Nous
présenterons également les désormais incontournables travaux du groupe de Gongalo
Castello-Branco, qui ont permis de décrire 'hétérogénéité au niveau transcriptomique
du lignage par Single-cell RNA-Seq. Enfin, nous aborderons les travaux du groupe de
Ragnhildur Thora Karadottir qui s’est intéressé a la composante électrophysiologique
de cette hétérogénéité.

2.3.1 Heterogenéite régionale des progéniteurs d’oligodendrocytes

Depuis plus de dix ans, les OPCs sont décrits comme présentant des
particularités physiologiques dues a leur environnement régional. Magdalena Goétz et
Leda Dimou ont été pionniéres dans ces découvertes en démontrant, grace a un
modéle de suivi du destin cellulaire des cellules OLIG2* (Olig2 ::CreER™ ;
Z/IEG/R26R), une dynamique de différenciation différente entre les structures de la
matiére blanche (WM, White Matter) et celles de la matiere grise (GM, Grey Matter)
chez la souris adulte [141]. Ce modele permet le suivi apres injection au tamoxifene
de la descendance des cellules OLIG2* en induisant par recombinaison I'expression
d’un rapporteur fluorescent (GFP ; Z/EG) ou colorimétrique (B-galactosidase ; R26R)
[141]. Alors qu’elles ne constatent pas de différence régionale dans les premiers jours
suivants la recombinaison, elles décrivent qu’a partir de deux mois, les OPCs des
structures de la GM demeurent des progéniteurs NG2* (73%) tandis que ceux de la
WM se sont différenciés en oligodendrocytes (81% de cellules CC1*) [141]. Pour
évaluer si les progéniteurs NG2* demeurant dans la GM et la WM sont prolifératifs,
elles réalisent une expérience d’incorporation au BrdU (sur 3 jours) a 5-8 jours, 27-30
jours ou 117-120 jours apres recombinaison. Les auteures observent que seules 8%
des cellules recombinées de la GM demeurent prolifératives aprés 117-120 de
recombinaison alors que cette proportion est de 14% pour les cellules de la WM [141].
Ces résultats illustrent une différence des dynamiques de différenciation et de
prolifération des OPCs dépendantes de la région, démontrant un état plus immature
et quiescent des OPCs de la GM (gmOPCs) contre un état plus prolifératif et un
potentiel de différenciation plus important des OPCs de la WM (wmOPCSs) participant
a une myélinisation active (Figure 14).
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Figure 14 — Hétérogénéité régionale de OPCs de la matiére grise et de la matiere blanche

Le lignage oligodendrocytaire est caractérisé par une importante hétérogénéité régionale entre les structures
de la matiére blanche (WM) et les structures de la matiére grise (GM). Les gmOPCs conservent une sensibilité
a l'environnement leur permettant une certaine plasticité. Lorsqu'’ils sont transplantés dans des structures de
la GM, ils conservent leurs propriétés immatures. Alors que lorsqu'ils sont transplantés dans des structures de
la WM, ils se différencient massivement en oligodendrocytes myélinisants. A linverse, les wmOPCs conservent
leurs propriétés intrinséques et se différencient pleinement indépendamment de la structure. En condition de
lésion, ces derniers sont cependant plus sensibles aux cytokines pro-inflammatoires comme I'lFNy et le TNFa
diminuant leur capacité a proliférer et a se différencier. De plus, la remyélinisation chez des patients atteints
de sclérose en plaques est plus efficace dans le cortex que dans les structures de matiére blanche, témoignant
d’'un potentiel de réserve des gmOPCs en cas de Iésions.

Les auteures se sont alors demandées si cette population de gmOPCs
quiescents pouvait constituer une population de cellules de réserve capable de
générer des oligodendrocytes en cas de Iésion. Leur modéle de Iésion consiste en
l'introduction d’'une aiguille, au niveau de la GM, 5 jours aprés recombinaison. Les
animaux sont analysés a différents jours post-lésion (3, 5, 7, 30 et 60) [141]. Les
auteures montrent une augmentation temporaire, due a une mort précoce
(Caspase3*), du nombre de gmOPCs ainsi que de leur prolifération au site de Iésion a
3 et 5 jours post-lésion [141], [142]. En dehors de ces changements, les auteurs ne
décrivent pas de différences entre le cortex Iésé et son controle ipsilatéral sain. Ce
modéle présente cependant le biais de ne pas reconstituer I'environnement
moléculaire et les facteurs sécrétés induits par la démyélinisation. Dimou et al.,
proposent une explication des différences physiologiques mesurées par la composition
des microenvironnements différents entre la GM et la WM. D’autres rbles sont
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également proposeés pour ces gmOPCs : ils pourraient constituer la population d’'OPCs
communiquant dans les synapses avec les neurones. Les différences physiologiques
entre les gmOPCs et wmOPCs pourraient également étre dues a une distribution
différente en OPCs des trois vagues embryonnaires pouvant avoir des spécificités
fonctionnelles [120].

Simon et al., illustrent trois ans plus tard que ces progéniteurs corticaux
adultes sont sensibles a 'activité neuronale induits par I'exercice physique volontaire,
favorisant leur différenciation [142]. Plus encore, lorsque les gmOPCs sont
transplantés dans la WM, ils se différencient a hauteur de 80% alors que ce
pourcentage chute a 40% lorsqu'ils sont transplantés dans la GM [143]. A linverse,
les wmOPCs génerent des oligodendrocytes myélinisants indépendamment du lieu de
transplantation (Figure 14). Cette spécification régionale s’acquiert au cours du temps
et dépend de l'environnement dans la période périnatale [143]. Les gmOPCs
conservent une sensibilité a I'environnement plus importante que les wmOPCs, leur
permettant une certaine plasticité. Ces expériences témoignent de I'importance des
facteurs environnementaux plutdét que de I'origine embryonnaire pour la modulation
des propriétés physiologiques des OPCs.

Enfin, Lentferink et al., s’'intéressent en 2018 a la nature de ces facteurs
environnementaux en étudiant des populations triées de gmOPCs et de wmOPCs in
vitro [144]. Les auteurs montrent une arborisation plus complexe des wmOPCs et une
immaturité plus importante des gmOPCs au niveau transcriptomique, notamment via
la surexpression de Pdgfra et la répression des protéines de la myéline (Cnp, Opalin,
Mbp), ainsi qu’'une capacité migratoire deux fois plus importante des gmOPCs. Pour
comprendre le comportement hétérogéne des OPCs dans le contexte de la sclérose
en plaques, les auteurs ont exposé des gmOPCs et wmOPCs a des cytokines pro-
inflammatoires comme I'lFNy et le TNFa [145]. Ces cytokines induisent une diminution
de la prolifération et de la différenciation, de maniére synergique, qui semblent cibler
plus spécifiguement les wmOPCs (Figure 14) [144]. En effet, ces derniers expriment
de maniére plus importante le géne codant le récepteur de I'lFNy, Ifngrl. Sachant que
la démyélinisation entraine un phénomene de conversion du transcriptome des OPCs
adultes vers des états plus immatures et migratoires d’OPCs postnataux [146], et que
la remyeélinisation semble étre plus importante dans la GM que la WM chez les patients
atteints de sclérose en plaques [147], ces gmOPCs résistants aux cytokines pro-
inflammatoires et plus sensibles aux facteurs environnementaux, pourrait constituer
une population importante dans les processus de remyélinisation.
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2.3.2 Heétérogénéité transcriptomique et temporelle des OPCs

Pour caractériser cette hétérogénéité régionale au niveau
transcriptomique, le groupe de Gongalo Castelo-Bronco a réalisé de plusieurs études
de Single-cell RNA-seq sur le lignage oligodendrocytaire décrites en Figure 15. Dans
une étude publiée dans Science en 2016, les auteurs décortiquent 'hétérogénéité du
continuum du lignage oligodendrocytaire de régions distinctes du cerveau et de la
moelle épiniére de souris juvéniles (P21-P30) et adultes (P60) [148]. Alors que les
premiers stades du lignage sont plutét homogenes, ils décrivent une hétérogénéité
croissante des populations d’oligodendrocytes matures (MOLs) qu'’ils divisent en six
stades, spécifiguement enrichis dans certaines régions. lls présentent également une
seconde population PDGFRa* distincte des OPCs et associée aux vaisseaux,
identifiée comme une population vasculaire (VLMC, Vascular and Leptomeningeal
cells) exprimant des genes tels que Thx18, Vtn ou encore Lum. Les OPCs (Pdgfratiah,
Cspg4) engagés vers la différenciation sont identifies comme COP (Committed
Oligodendrocyte Precursor : Gprl7, Nkx2-2, Tns3) et donneront naissance a deux
populations séquentielles d’oligodendrocytes immatures (NFOL1 et 2, Newly Formed
Oligodendrocyte) exprimant notamment les genes Tns3, Itpr2 et Tcf712. Ces nouveaux
oligodendrocytes entament alors leur processus de maturation et développent leur
feuillet de myéline (MFOLL1 et 2, Myelin Forming Oligodendrocyte) par I'expression des
genes Mog, Plpl et Opalin. Enfin, ces oligodendrocytes myélinisants acheveront leur
processus de maturation dans l'une des six populations d’oligodendrocytes matures
décrites (MOL1 a 6, Mature Oligodendrocyte).

Les auteurs décrivent aussi une dynamique temporelle de différenciation
dépendante de la structure : en fonction de la distribution des cellules du lignage, ils
décrivent chez la souris juvénile des structures immatures comme I'amygdale, le gyrus
denté et 'hippocampe, des structures intermédiaires comme le striatum et le corps
calleux, et des structures matures comme la corne dorsale et la substance noire. Cette
dynamique de différenciation est dépendante de I'age : alors que le cortex S1 (aire
somatosensorielle) présente une maturité du lignage plus importante que le corps
calleux a P20-30, la tendance s’équilibre a P50-60. Les auteurs décrivent également
ne pas avoir pu distinguer dans cette étude de populations d’'OPCs en fonction de I'age
ou de la région, ne permettant pas de révéler 'hétérogénéité régionale des OPCs.

Les oligodendrocytes et en particulier les populations matures, semblent
présenter cependant une spécificité régionale : alors que les MOL5 sont retrouveés
dans toutes les régions, on retrouve les MOL3 au niveau de la substance noire et de
I'aire tegmentale ventrale tandis que les MOL4 se retrouvent plutdét au niveau de la
moelle épiniére. Cette étude descriptive ne présume cependant pas de fonctions
spécifiqgues des sous-populations décrites.
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Figure 15 — Hétérogénéité transcriptomique du lignage oligodendrocytaire du cerveau et de la
moelle épiniére au cours du temps (d’aprés Marques et al., 2016 et 2018)

Les études transcriptomiques a I'échelle de la cellule unique du groupe de Castello Bronco ont permis de mettre
en évidence la diversité du lignage oligodendrocytaire au cours du développement. A. Les différents types
cellulaires du lignage oligodendrocytaire forment un continuum de différenciation et de maturation des
progéniteurs constituant un cluster homogéne d’'OPCs (OPC) jusqu’aux six stades décrits d’oligodendrocytes
matures (MOL1-6). Entre les deux états se trouve une continuité de stades intermédiaires d'oligodendrocytes
immatures (NFOL1 et 2) et myélinisants (MFOL1 et 2). Les auteurs décrivent une population PDGFRa*
constituée de VLMC distincte des OPCs. B. Au niveau embryonnaire, on observe une similitude importante au
niveau transcriptomique des OPCs des différentes vagues et des différentes régions (télencéphale et moelle
épiniére). Les premiers clusters OPCs et VLMC apparaissent a P7 tandis que les clusters embryonnaires sont
composés a majorité de progéniteurs neuraux et de VLMC embryonnaires. C. Une analyse pseudo-time,
permettant d'étudier les liens développementaux entre les clusters, décrit les lignages oligodendrocytaires et
vasculaires comme dérivant de progéniteurs différents. Au niveau du lignage oligodendrocytaire, on décrit une
population OPC1b qui ne se différencie pas en oligodendrocytes et qui semble constituer une population
quiescente.

Par la suite ils se focalisent sur les OPCs pour étudier I'hétérogénéité
régionale décrite des OPCs en réalisant de nouvelles études transcriptomiques dans
la moelle épiniére et le cerveau de souris embryonnaires (E13,5) et postnatales (P7)
[122]. lls démontrent en premier lieu que le profil transcriptomique des OPCs de la
moelle épiniere et du cerveau sont assez similaires, quoique la moelle épiniere soit
légérement plus mature au méme stade, ce qui est cohérent avec la myélinisation
antérograde au cours du développement [117]. Les auteurs décrivent plutdét une
divergence transcriptomique qui est fonction du temps. Les OPCs postnataux
présentent de maniére attendue un enrichissement en genes de la différenciation
(Sox10, Nkx2-2) tandis que les OPCs embryonnaires expriment des genes en lien
avec la spécification dans le lignage oligodendrocytaire (Otx2, Nkx2-1, Arx) [122]. Les
OPCs postnataux présentent également I'expression de canaux ioniques, de génes
impliqués dans la transmission synaptique et des récepteurs GABAergiques, rappelant
les fonctions électrophysiologiques des OPCs évoquées plus haut.
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En réalisant un Single-cell RNA-Seq sur des cellules PDGFRa*, le
groupe présente au niveau embryonnaire quatre populations de progéniteurs neuraux
(NPla et b, NP2 et NP3) ainsi que deux populations vasculaires (PLC et eVLMC)
(Figure 15). lls constatent I'apparition de clusters OPCs uniquement au stade
postnatal et décrivent trois populations : OPCla et b et OPCcyc. Les deux premieres
populations, quasiment confondues, se distinguent du cluster OPCcyc qui constitue
un cluster d’OPCs prolifératifs [122]. Les auteurs décrivent les clusters NP1a et NP3
comme plus proches des clusters OPC postnataux tandis que le cluster NP1b est plus
proche des clusters VLMC. Cela suggere que les OPCs et VLMC dérivent de
progéniteurs PDGFRa distincts. Une analyse de réseau (pseudo-time analysis),
permettant de mettre en évidence une progression développementale entre les
clusters, renforce l'idée que les lignages oligodendrocytaires (clusters OPC) et
vasculaires (clusters VLMC) dérivent de progéniteurs PDGFRa* distincts (clusters
NPla pour les OPCs et NP1lb pour les VLMC). Les auteurs le démontrent
expérimentalement en utilisant un modéle inductible au tamoxifene permettant
'expression spécifique du rapporteur fluorescent GFP dans la descendance des
cellules PDGFRa" injectées a E12.5 (Pdgfra ::.creERT ; LoxP-eGFP). lls rapportent a
P21 que 47% de cette population GFP* est constituée d’'OPCs et 15% de
VLMC/péricytes.

Enfin, afin d’'observer s’il existe des différences transcriptomiques entre
les OPCs des différentes vagues embryonnaires, les auteurs réalisent un nouveau
Single-cell RNA-Seq sur le modéle murin précédent a P7 aprés induction d’'un premier
groupe de souris a E13,5 (premiére vague) et d’'un second groupe a P3 (derniéres
vagues). lls observent alors un profil similaire des OPCs des différentes vagues
témoignant d’'une convergence transcriptomique des OPCs durant le développement
embryonnaire et dans la période périnatale (Figure 15). Les OPCs acquerraient ainsi
cette hétérogénéité au cours du temps comme le démontrent les travaux du groupe
de Leda Dimou réalisés chez I'adulte. La question du mécanisme d’acquisition au
cours du temps de cette hétérogénéité demeure ouverte.

2.3.3 Heétérogenéité électrophysiologique des OPCs

A cette question, la réponse pourrait bien étre électrophysiologique.
Dans un récent article de Spitzer et al., étudient la densité en canaux ioniques des
OPCs et leur role dans la physiologie des OPCs en fonction du stade de
développement et de la région [149]. Jusqu’a la fin de la premiére semaine postnatale,
le comportement électrophysiologie et la densité des canaux ioniques des OPCs des
différentes structures sont particulierement homogénes. Les premiers courants
ionigues mesurables chez les OPCs apparaissent a E18 et sont de composantes
potassiques (85% des OPCs) et sodiques (38%). Les canaux sodiques voltage-
dépendants seront exprimés de maniere plus importante durant la période périnatale
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pendant laquelle la différenciation est la plus active, de méme que les récepteurs
NMDA, dont les travaux du groupe de Monje ont démontré I'importance dans la
différenciation des OPCs [140]. De plus, les auteurs démontrent que la densité de ces
canaux ioniques est dépendante de la région considérée, coincidant avec le
développement de la myéline dans ces structures : on retrouve ainsi une proportion
d’OPCs du corps calleux exprimant une densité de récepteurs NMDA plus importante
gue celle du cortex, allant de pair avec une myélinisation plus importante des
structures de la matiere blanche. Ces différences électrophysiologiques pourraient
bien étre 'une des causes fonctionnelles de I'’hétérogénéité régionale des OPCs.

En effet, une corrélation est observée entre I'état prolifératif des OPCs et
la densité en canaux sodiques. Cette densité est modulée en fonction de I'état
prolifératif des OPCs : on retrouve une densité 1,7 fois plus importante des canaux
sodiques des OPCs en phase G2/M par rapport a ceux en phase Go/G1 [149]. Plus
encore, cette densité en canaux ioniques, ainsi que la capacité proliférative associée
est dépendante de I'environnement. Dans les premieres semaines périnatales, des
milieux conditionnés permettent in vitro de moduler I'expression des canaux ioniques
des OPCs périnataux. Cependant, apres migration et établissement des OPCs dans
leur région finale, la sensibilité de I'expression des canaux ioniques des OPCs adultes
a I'environnement diminue.

Ces résultats expliquent ainsi I’'homogénéité des OPCs a des stades
postnataux, observée par le groupe de Castello Bronco. L'expression de ces canaux
ioniques, corrélée a la myélinisation et la prolifération, est dépendante de I'age. En
effet, le contenu en canaux ioniques des OPCs, durant la période embryonnaire et
dans la premiére semaine postnatale, est trés homogéne. L’hétérogénéité décrite des
OPCs s’acquerrait ainsi au cours du temps et de I'environnement régional.

Constituant la plus grande population de cellules prolifératives du
cerveau adulte, les OPCs sont des cellules a lorigine de [linitiation et du
développement des oligodendrogliomes avec lesquelles elles partagent de
nombreuses similitudes histologiques et transcriptomiques. Les hétérogénéités
temporelles, régionales et électrophysiologiques sont des sources de diversité des
OPCs modulant leurs propriétés physiologiques et notamment leur capacité a se
différencier et a proliférer. Des phénomeénes retrouvés dans les gliomes également
caractérisés par une grande hétérogénéité notamment retrouvée au niveau des
altérations génétiques des oligodendrogliomes. Parmi ces altérations discutées dans
la premiere partie, nous retrouvons des mutations du gene CIC, un facteur de
transcription régulant la voie des MAP kinases (Mitogene-Activated Protein). Nous
nous intéresserons au roéle de ce facteur de transcription dans la derniére partie de
cette introduction.
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3. Le facteur de transcription CIC: un important
regulateur de la voie des MAP kinases

Comprendre les altérations génétiques retrouvées dans les
oligodendrogliomes est fondamental pour appréhender les mécanismes a l'origine de
leur développement. Retrouvé muté dans plus de la moitié des oligodendrogliomes, le
gene CIC, est a priori un facteur important pour le développement de ces tumeurs.
Dans cette derniére partie de I'introduction, nous détaillerons en premier lieu le géne
CIC et sa protéine résultante d’un point de vue structural et fonctionnel avant de nous
focaliser dans un deuxieme temps sur les fonctions physiologiques de CIC et son role
dans le développement de tumeurs et en particulier des gliomes.

3.1.  CIC, un régulateur central de la voie des M AP Kinases

Découvert chez la Drosophile en I'an 2000 par Gerardo Jimenez,
spécialiste du développement de ce modele animal, le gene capicua (cic) est nommé
ainsi suite a la contraction de I'expression catalane « cap i cua » signifiant littéralement
« téte et queue » en référence au développement des structures dans lesquelles le
gene cic est impliqgué [150]. Les embryons mutés pour cic ne présentent pas les
segments terminaux de I'embryon permettant le développement de la téte et de la
gueue dans lesquels il est exprimé [150]. Le gene CIC code un facteur de transcription
régulant notamment I'expression de la voie des MAP kinases.

3.1.1 CIC, un répresseur transcriptionnel

CIC est un répresseur transcriptionnel de la super-famille des High
Mobility Group (HMG), comprenant notamment les protéines SOX et certaines
protéines TCF [151]. La protéine CIC est hautement conservée a travers I'évolution en
termes de structures et de fonctions de Caenorhabditis elegens a ’'Homme [150]. Le
gene CIC code deux isoformes décrites en Figure 16, appelées CIC-S (Short) de
148kDa (kiloDalton ; kDa) et CIC-L (Long) de 250kDa différant seulement par la
longueur de leur région N-terminale [152], [153]. L’étude descriptive de Lee et al.,
présente chez ’'Homme un géne de 20 exons localisé sur le bras long du chromosome
19 (19913.2). L’exon 1A est spécifique de I'isoforme CIC-L tandis que I'exon 1B est
spécifique de lisoforme CIC-S [154]. Alors que l'isoforme CIC-L est conservée au
cours I'évolution, une étude d’homologie de séquence suggére que I'isoforme CIC-S a
dérivé, de maniére indépendante, de I'isoforme CIC-L a travers un mécanisme de gain
d’intron ayant introduit un site d’initiation de la transcription alternatif [153].



3.1 CIC, un régulateur central de la voie des MAP Kinases

*

N1
Cic-L [ e [HMG [ 1] p—
A Cc2 C1 B
Cic-S I v il B @/ \° &Y, HN ~
I T o8R0

CIC binding

site

Protein Degradation

Inhibition of CIC- Nuclear Import
DNA Interaction
@ ’,
'
. i -
A} ' '

'

'

'

\ ’
A ’
N . P9ORSK
Protein Stability *, i ® ! @ :
'
Al ' '

cic-S (1608aa) : S$173 ',"31382 S1409 :"
S-Specific Domain ( JCABD ) ? HMG box ) (EBD) f 7@ @ >
28-48 199-270 1340-1358 1411-1416  1464-1519 \
( L-Specific Domain (ABD) ( HMGbox ) EBD (D) e

CIC-L (2517aa)

Figure 16 — Structure et fonction des domaines du géne CIC et de ces isoformes protéiques
(d’apres Simon Carrasco et al., 2018, Wong et Yip, 2020 et Fores et al., 2017)

A. Le géne CIC code deux isoformes : les isoformes CIC-S (1608 acides aminés) et CIC-L (2517 acides
aminés). Les domaines de liaison a I'ADN de CIC sont les domaines HMG et C1. Le motif N2 présent
uniquement dans la région N-terminale de lisoforme CIC-S de la Drosophile permet linteraction avec
GROUCHO (GRO) avec qui CIC exerce sa fonction de répresseur. Chez les mammiféeres, on retrouve le motif
ABD (Ataxin Binding Domain) de liaison a ATXN1 et ATXN1L, partenaires majeurs de CIC. Les isoformes
mammaliennes de CIC possédent une séquence d’'adressage au noyau (NLS, Nuclear Localization Sequence)
dans la région C-terminale alors que celle des Drosophiles est contenue dans le domaine HMG. Dans le
cytoplasme, les domaines C2 et EBD (Erk Binding Domain) permettent, respectivement chez la Drosophile et
les mammiféres, la phosphorylation de CIC par les MAP Kinases/ERK induisant l'inhibition de son import
nucléaire par 'importine a4 (KPNA3). Dans le noyau, la phosphorylation du résidu Sérine 173 de CIC chez les
mammiféres par p90RSK, induit son export nucléaire par la protéine 14-3-3 et son adressage au protéasome
par PJA1, une ubiquitine (E3) ligase. B. Le mécanisme de liaison unique de CIC a I'ADN décrit par Forés et al.,
est induit par la reconnaissance par le domaine HMG de la séquence octamérique de liaison de CIC et stabilisé

par le domaine C1.

Les isoformes de CIC présentent des domaines hautement conservés
de la Drosophile aux mammiféres comme le domaine HMG (HMG-box : exons 2 a 6)
et le domaine C1 (Figure 16A). Le domaine HMG est une séquence d’environ 75
acides aminés (AA) permettant la liaison a '’ADN de facteur de transcription telles que
les protéines SOX, TCF1, TCF3 et LEF1 [151]. Le domaine C1, particularité de la
protéine CIC, est également nécessaire pour une liaison a I’ADN efficace [12], [155],
[156]. Le motif C2 est spécifique de la Drosophile et est décrit comme un site de liaison
des MAP kinases modulant I'expression de Cic [155]. Chez les mammiferes, il existe
différents sites de phosphorylation induite par l'interaction des ERKs avec le domaine
EBD (Erk Binding Domain) dans la région C-terminale [157].
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Outre ces homologies de domaines, il existe une divergence évolutive
entre la Drosophile et les mammiferes qui ont permis de diversifier les roles contextuels
de CIC et ses mécanismes de régulation. La séquence d’adressage nucléaire (NLS)
de CIC est présente dans le domaine HMG chez la Drosophile alors qu’elle constitue
un motif singulier dans la région C-terminale chez les mammiféres [155], [157], [158].
CIC nécessite la présence de partenaires pour une activité répressive efficace. Ces
corépresseurs different notamment en fonction du type cellulaire, du stade de
'organisme et de I'espéce considérée, suggérant une importante dépendance du
contexte pour les fonctions de CIC [153]. Cette dépendance du contexte s’inscrit
notamment dans la divergence évolutive de certains domaines des isoformes de CIC
(Figure 16A). Chez la Drosophile, on retrouve, de maniere spécifique dans la région
N-terminale de I'isoforme Cic-S, le motif N2 d’interaction avec GRO, un corépresseur
intervenant notamment avec Cic dans la différenciation des structures terminales de
'embryon [150], démontrant une spécificité fonctionnelle des isoformes. Chez les
mammiféres, 80% de la quantité totale de protéine CIC interagit exclusivement avec
ATXN1 et en particulier son paralogue’ ATXN1L [152], via le domaine ABD, pour
moduler ensemble une variété de processus développementaux et notamment la
répression de genes effecteurs de la voie des MAP kinases [159] [160].

En tant que répresseur transcriptionnel, CIC réprime I'expression de ses
genes cibles en se liant a des séquences régulatrices ou régions promotrices
contenant le site de liaison octamérique « T(G/C)AATG(A/G)A » [161] (Figure 16B).
Jusqu’'a récemment, le mécanisme de liaison a 'ADN de CIC était méconnu. Les
protéines HMG sont connues pour lier faiblement '’ADN et nécessitent une interaction
avec d’autres facteurs de transcription pour augmenter leur affinité et spécificité de
liaison [151]. Par exemple, les familles de protéines SOX et TCF se dimérisent ou
utilisent un clamp?® protéique, respectivement, pour se lier de maniere spécifique a
I’ADN. Le groupe de Gerardo Jimenez propose un mécanisme de liaison atypique de
CIC. En effet, CIC se distingue des autres protéines HMG en initiant la liaison a ses
genes cibles via son domaine HMG. L’affinité de cette interaction sera renforcée par
la liaison du domaine C1, sans site de reconnaissance, venant fermer comme un
clamp la protéine autour de 'ADN assurant une liaison efficace [122]. Ce mécanisme
de liaison explique, par ailleurs, le profil mutationnel de CIC dans les cancers, et
notamment les oligodendrogliomes, ou les mutations faux-sens et non-sens de CIC
sont pour la plupart présentes dans le domaine HMG et le domaine C1 [12], [13].

7 Paralogie : lien évolutif entre deux genes présentant des homologies de séquence et de fonction
8 Clamp : motif protéique permettant d’entourer la double hélice d’ADN
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Enfin, Weissmann et al., ont récemment démontré, chez ’'Homme et la
souris, une interaction de CIC avec le complexe de désacétylation SIN3 [162]
suggérant que la répression de CIC s’exerce par le recrutement des histones
désaceétylases HDAC1 et HDAC2 menant a une diminution de I'acétylation et donc de
la transcription de ses genes cibles.

3.1.2 Genes cibles de CIC

Les genes cibles de CIC régulent des fonctions tres diverses. Les
premiers ont été décrits chez la Drosophile, il s’agit de facteurs de transcription
impliqués dans I'établissement de I'axe dorsoventral, la différenciation des ailes et des
segments terminaux de 'embryon ainsi que des ovaires [150], [163], [164], [165]. Des
études chez les mammiferes ont révélé une régulation directe par CIC de genes de la
famille des facteurs de transcription ETV comme ETV5, ETV1 et ETV4 [157], [161].
Cette famille de génes correspond a des activateurs transcriptionnels largement
décrits et impliqués dans la prolifération, la migration et la tumorigenese [166].
Récemment, Leblanc et al., ont mis en évidence dans des oligodendrogliomes
humains de nouvelles cibles de CIC comme DUSP4 et DUSP6, des phosphatases
impliquées dans la gliomagenese [167], ainsi que SPRED1 et SPRY4 impliqués dans
la différenciation des lymphocytes T [168], ou encore ASCL1 et SHC3 des régulateurs
du développement oligodendrocytaire [115]. La littérature montre également une
importante similitude entre les génes cibles de CIC et d’ATXN1L confirmant une
relation fonctionnelle importante entre ces deux facteurs dans la régulation de
'expression notamment de génes du cycle cellulaire comme les cyclines (CCND,
CCNE, CCNA et CCNB) [169].

CIC est aussi décrit pour se lier a son propre promoteur suggérant des
mécanismes d’auto-régulation de son expression [162]. De plus, en réprimant
I'expression de DUSP6, un géne codant une phosphatase inhibant ERK, CIC participe
a sa propre répression par rétrocontréle négatif [170].

Les genes cibles de CIC lui conferent donc des fonctions dans de trés
nombreux processus cellulaires et en particulier des processus développementaux
gue nous décrirons par la suite, comme le développement embryonnaire, alvéolaire et
cérébral, ’'hnoméostasie cellulaire et la régulation métabolique. La plupart des génes
cibles de CIC étant des effecteurs de la voie des MAP kinases, CIC exerce des
fonctions associées a la prolifération et a la migration cellulaire. Néanmoins, la voie
des RTK, et en particulier 'EGFR, induit 'expression de génes qui ne sont pas régulés
par CIC [171]. Réciproquement, I'expression de certains génes de CIC n'est pas
dépendante de I'activation de 'EGFR suggérant d’autres mécanismes de régulations
des genes cibles de CIC [171]. En effet, Yang et al., ont réalisé une étude
transcriptomique sur des NSCs inactivées pour Cic (Cic”") et contrdles (Cic**) plus ou
moins stimulées par 'EGF [171]. Parmi les genes différentiellement exprimés, les
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auteurs décrivent trois groupes : un groupe de 192 genes dont la régulation est
indépendante de 'EGF, un groupe de 183 génes dont la régulation est indépendante
de CIC et un groupe de 44 génes seulement régulés par 'EGF et CIC [171]. Ces
données nous indiquent qu’au-dela des genes cibles de CIC sous régulation de
'EGFR, CIC régule I'expression de génes cibles indépendants. Pour comprendre la
plupart de ces fonctions que nous développerons par la suite, il estimportant de décrire
les contextes dans lesquels la protéine CIC est exprimée ainsi que sa régulation.

3.1.3 Régulation de CIC par la voie des MAP kinases

De nombreux génes cibles de CIC, parmi lesquels les génes ETV, sont
des genes effecteurs de la voie des RTK et plus particulierement, des effecteurs de la
voie des MAP kinases. En effet, les séquences cis-régulatrices des géenes effecteurs
de la voie des RTK présentent le site octamérique de liaison de CIC, faisant de CIC
un régulateur général des voies des RTK [158]. De plus, la perte de CIC induit une
résistance aux inhibiteurs pharmacologiques de la voie des MAP kinases, démontrant
'importance de CIC dans la régulation des génes de la voie de MAPK et sa régulation
par cette méme voie [160].

Chez la Drosophile, la plupart des fonctions de Cic se résument aux voies
de signalisation Torso (RTK) et EGFR dans l'ovogenése et le développement
embryonnaire et adulte [150], [155], [163]-[165]. L’activation de Torso, dans les péles
embryonnaires de la Drosophile, conduit a I'inhibition de I'expression de Cic tandis que
I'activation de 'EGFR induit I'exclusion nucléaire de Cic dans les ovaires et les ailes
de la Drosophile [163], [165]. Lorsque la voie des RTK/MAPK n’est pas active, CIC est
exprimé dans le noyau des cellules et réprime ses génes cibles : on parle de
« répression par défaut » [172] comme illustré en Figure 17. Bien que I'expression de
CIC soit régulée par les RTK, les mécanismes de cette régulation different entre les
voies des RTK. L’activation de 'TEGFR conduit a une rétention cytoplasmique de Cic
dépendante du motif C2 alors que l'inhibition par Torso nécessitant également le motif
C2 conduit a une dégradation de la protéine [155]. Dans les deux cas, le motif C2
permet linteraction avec la MAPK Rolled induisant la phosphorylation de Cic,
'absence du motif conduisant a un phénotype dominant négatif de Cic [155].
Cependant, les modalités de cette régulation different d’'une voie a l'autre et jusqu’a
récemment, les mécanismes de la dégradation de CIC dépendante des MAPK étaient
méconnus.

Suisse et al., découvrent en 2017 chez des Drosophiles dont la sous-
unité Csnlb du signalosome COP9 était inactive, des altérations du développement
de I'ceil et des ailes de la Drosophile [173]. Ces altérations phénocopient le
développement anormal des Drosophiles mutées pour Cic [163]. L'inactivation de
COP9 induit I'expression des génes cibles de 'TEGFR et une diminution de I'expression
de Cic dans des régions ou la voie EGFR n’est pas fortement active [173].
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Figure 17 — CIC, une protéine réprimée par la voie des MAP Kinases (d’apres Simon Carrasco et
al., 2018 et Wong et Yip, 2020)

A. La protéine CIC est un effecteur majeur de la voie des RTK/MAPK. Elle réprime par défaut I'expression des
geénes effecteurs de la voie des MAPK en se liant aux séquences régulatrices de ses génes cibles avec ses
partenaires ATXN1 et ATXN1L. CIC interagit également avec le complexe de désacétylation SIN3 permettant
le recrutement des histones désacétylases HDAC1 et 2 induisant une diminution des niveaux d’acétylation des
histones et donc de la transcription des génes cibles. B. Lorsque les RTK sont activées, la protéine CIC subira
une inhibition par phosphorylation dont les conséquences régulatrices dépendront de la voie de signalisation.
Une phosphorylation par ERK/IMAPK/p90RSK inhibera I'import nucléaire et promouvra I'export de CIC dans le
cytoplasme par la protéine 14-3-3 afin que ce dernier soit reconnu par I'Ubiquitine E3 ligase PJA1 pour son
adressage et dégradation au protéasome (voie des fléches bleues). Cependant, une phosphorylation par c-Src
(oula MAPK Rolled chez la Drosophile) conduira a une simple réclusion cytoplasmique de CIC (voie des fléches
rouges).

L’inactivation de Cullin1, une ubiquitine ligase, conduit @ une accumulation de la
protéine Cic dans les cellules ou elle est normalement réprimée par 'lEGFR [173]. La
présence d’'un signalosome COP9 actif prémunit Cic de la dégradation par inhibition
de Cullinl (Figure 17B). Cette inhibition de CIC par la voie des MAPK est conservée
chez les mammiféres suggérant un role évolutif de CIC pour la répression par défaut
des genes effecteurs des MAPK. La réclusion cytoplasmique de CIC est induite par
phosphorylation par s-Src permettant I'export nucléaire par la protéine 14-3-3 [174].
La dégradation de CIC est quant a elle induite par la phosphorylation par ERK/p90RSK
conduisant & un export nucléaire par 14-3-3 et une reconnaissance de la protéine CIC
phosphorylée par 'E3 ligase Pja1l menant a son ubiquitination et dégradation graduelle
par le protéasome [175] (Figure 17B). Il est intéressant de noter qu’en dehors de la
voie des MAPK, la voie Hippo régule I'expression de CIC. Pascual et al., décrivent une
accumulation de CIC induite par des effecteurs de la voie Hippo chez la Drosophile
[176].

W

Institut
duCerveau



Introduction

3.2.  CIC, un répresseur inactivé dans les oligodendrogliomes

Dans la sous-partie précédente, nous avons décrit les génes cibles de
CIC les plus connus, la plupart étant des génes effecteurs de la voie des MAP kinases
conférant a CIC des roles dans des processus cellulaires divers et variés et notamment
la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire. De la Drosophile a THomme,
CIC est décrit comme un important régulateur développemental au niveau cellulaire et
tissulaire, contribuant au développement de nombreux organes. Nous détaillerons
dans un premier temps les fonctions canoniques de CIC avant de nous focaliser par
la suite sur ses fonctions décrites au niveau cérébral afin de conclure sur cette derniere
partie introductive en détaillant les fonctions de CIC dans le développement tumoral et
en particulier dans le développement des gliomes.

3.2.1 Fonctions physiologiques de la protéine CIC

Pour comprendre les conséquences des mutations du gene CIC
retrouvées dans les oligodendrogliomes, il est nécessaire de comprendre les fonctions
de ce gene et de sa protéine associée. CIC est une protéine exprimée de maniére
ubiquitaire au stade embryonnaire chez la souris : on retrouve une expression de CIC
dans le cerveau, les poumons, le cceur, I'estomac et le thymus, avec une présence
plus faible dans le foie, les reins et les intestins [159]. Aprés la naissance, I'expression
de CIC est principalement maintenue dans le cerveau, le foie, les poumons ainsi que
le thymus, ou il continue présumément d’exercer des fonctions [177]. Ce profil
d’expression reflete une importance de CIC dans les processus développementaux
des différents organes dans lequel il est exprimé, sa perte de fonction totale entrainant
la mort embryonnaire et périnatale (autour de P20) causée par un développement
anormal des organes dans des modéles d’inactivation : les embryons présentent une
omphaloceéle, un défaut de fermeture de la paroi abdominale, et une hyperplasie
pulmonaire tandis que les souris juvéniles présentent des défauts d’alvéolisation, un
volume cérébral et corporel réduit [159], [178]-[180].

Les premiéres fonctions de CIC ont été décrites dans le développement
embryonnaire chez la Drosophile. Cic module I'établissement des axes dorso-ventraux
et antéro-postérieurs ainsi que la différenciation des péles terminaux de 'embryon et
des ovaires [150], [164], [165]. Au niveau postnatal, Cic induit la différenciation des
cellules inter-veineuses permettant la définition correcte des veines des ailes de la
Drosophile [163]. Plus encore, Cic inhibe la prolifération, dépendante de 'EGFR, des
cellules intestinales et des ommatidies (ceil composé des drosophiles) en réprimant
des genes du cycle cellulaire et les génes ETV [181], [182]. Les rbles
développementaux de CIC sont conservés dans I'évolution. On retrouve chez les
mammiféres une importance de la protéine notamment dans le développement et la
différenciation de divers organes décrits dans la Table 4.
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Il est important de noter que la plupart des fonctions connues de CIC sont
restreintes aux domaines communs aux deux isoformes ne permettant pas de les
discriminer. Certes, le domaine N-terminal spécifique de l'isoforme CIC-L n’est a ce
jour pas associé a une fonction décrite. Seule I'étude de Chittaranjan et al., montre
pour la premiéere fois, un role spécifique de l'isoforme CIC-S chez 'Homme et dans
des lignées d’oligodendrogliomes [183]. Les auteurs décrivent une localisation
préférentielle de l'isoforme CIC-S dans le cytoplasme a proximité des mitochondries,
suggérant un réle non canonique de CIC (Table 4), tandis que l'isoforme CIC-L est
retrouvée dans le noyau ou elle exerce présumément I'activité répressive canonique
de CIC. lls démontrent une interaction de I'isoforme CIC-S avec ACLY, une protéine
impliquée dans le métabolisme du citrate. Une mutation du domaine C1 de CIC
(CICRISISH) réduit le niveau de phosphorylation d’ACLY diminuant son activité en
faveur d’'une production accrue d’a-cétoglutarate au détriment d’Acétyl-CoA [183].
Dans une lignée d’oligodendrogliomes, la mutation CICRS15H gugmente, de maniére
synergique avec la mutation IDH1R132H |a production de 2-HG, I'oncométabolite
associé aux tumeurs mutées pour le géne IDH1. En dehors de cette fonction, aucune
autre spécificité des isoformes n’a été clairement décrite a ce jour. Nous décrirons
ainsi les fonctions suivantes de CIC comme communes aux deux isoformes.

L’expression de CIC contrle de nombreux  processus
développementaux embryonnaires et postnataux. En interaction avec 'ATXN1L, CIC
assure le développement normal des alvéoles pulmonaires (Table 4). La perte de
ATXN1 et ATXNIL en particulier, dans un modéle murin d’inactivation constitutif,
mene a une diminution de I'expression des isoformes de CIC [159]. Cette diminution
d’expression léve la répression du géne ETV4 induisant une surexpression de MMP9
dans les macrophages alvéolaires. Cette surexpression cause une hypertrophie
alvéolaire causée par la dégradation de I'élastine par la métalloprotéase MMP9 [159].
Toujours dans les poumons, l'inactivation constitutive CIC entraine des défauts de
différenciation de I'épithélium respiratoire pulmonaire et de sécrétion de mucus causés
par une prolifération excessive des cellules épithéliales chez 'embryon a E18,5 [178].
En postnatal, I'inactivation constitutive de Cic induit une augmentation de I'expression
de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et une diminution de facteurs
hépatiques comme HNF1a, C/EBP3, FOXA2 et RXRa responsables d’'une sécrétion
importante d’acides biliaires causant des cholestases dans le foie (Table 4) [177].
Cette signature pro-inflammatoire a ensuite été décrite comme le résultat d’une
expansion de lymphocytes T mémoires hépatiques, induite par l'inactivation de Cic
[184]. Cette expansion est médiée par la levée de la répression de ETV5 induisant
'expression de Hobit, un régulateur important du développement des lymphocytes T
mémoires [184]. Plus précisément, on décrit 'augmentation de la différenciation et de
l'activation des lymphocytes T CD4*, dans un modéle d’inactivation spécifique de CIC
dans les lymphocytes T (Cd4-Cre) et ce de maniére plus importante dans un modele
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d’inactivation hématopoiétique plus précoce (Vavl-Cre) [185]. Dans ce modéele, les
lymphocytes CD4* sécrétent des taux plus importants d’IL-2 (interleukine 2) [185].
Enfin, CIC régule dans le thymus le processus de sélection des lymphocytes T. Son
inactivation dans les cellules CD4* (Cd4-Cre) entraine des phénoménes d’auto-
immunité dus a une augmentation de la population de lymphocytes T CD4*CD8* dits
doubles positifs (Table 4) [168]. Cette altération du processus de sélection clonale est
due a une diminution de la signalisation TCR induite par la levée de répression de
Spry4 [168]. Ensemble, ces données montrent limportance de CIC dans le
développement et la différenciation du foie, des poumons ainsi que des lymphocytes
T chez les mammiferes.

322 Fonctions cérébrales de CIC

C’est dans le cerveau qu'a été observée pour la premiere fois
I'expression d’un orthologue du géne Capicua chez les mammiferes, deux ans apres
sa découverte chez la Drosophile, dans différentes régions cérébrales. Lee et al.,
décrivent en particulier 'expression transitoire de CIC dans les neurones granulaires
de l'hippocampe et du cervelet témoignant d’un réle potentiel de CIC dans leur
développement [154]. Il faudra attendre quelques années pour qu’une premiére
fonction de CIC, associée a cette expression dans le cervelet, soit décrite par le groupe
d’Huda Zoghbi, dans l'ataxie spinocérébelleuse de type 1 (SCA1) (Table 5) [152].
Dans cette pathologie, la poly-glutamination des Ataxines conduit a la
neurodégénérescence des cellules de Purkinje. La mutation ATXN1S77%A annule la
neurodégénérescence induite par ’ATXN1 poly-glutaminée (ATXN1P°YQ) en diminuant
son interaction avec CIC, révélant ainsi son rbéle dans I'étiologie de cette pathologie
[152]. En effet, une inactivation hétérozygote de CIC permet une amélioration de la
condition clinique dans des modéles murins ataxiques (ATXN11%4Q) : on observe une
amélioration des tests d’apprentissage et de mémoire ainsi qu'une survie plus
importante des cellules de Purkinje [186]. Cependant, la seule perte de CIC dans les
cellules de Purkinje (En1-Cre) ne conduit pas au développement de la SCA1 [187]. Le
développement de la SCAL est en réalité due a un mécanisme de gain de fonction du
complexe CIC-ATXN1POYQ conduisant & une répression plus importante des génes
cibles de CIC et ’ATXN1 [152], [186], [187].

Au niveau cognitif, la perte embryonnaire du complexe ATXN1-CIC dans
le télencéphale (Emx1-Cre) entraine des troubles neurocognitifs importants tels que
des troubles de mémoire et d’apprentissage et une hyperactivité chez des souris agées
de 12-13 semaines [188]. Ces troubles sont associés a une diminution de I'épaisseur
des couches corticales 2 a 4 notamment causée par une diminution progressive,
jusgu’a la moitié de la proportion des souris contréles, des neurones CUX1* [188].
Cette diminution est provoquée par une perte d’expression de CUX1 entrainant une
diminution de I'arborisation dendritique des neurones [188]. Des troubles du spectre
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3.2 CIC, un répresseur inactivé dans les oligodendrogliomes

autistigue et notamment une isolation sociale ont également été relevés chez des
souris présentant une perte de CIC dans I'’hypothalamus et 'amygdale (Otp-Cre) [188].
En accord avec ces données obtenues dans les deux modeles murins, des mutations
hétérozygotes de novo du gene CIC, prédites étre inactivatrices, ont été identifiées
chez des patients atteints de troubles neurocognitifs. Ces données suggerent que CIC
joue un rble majeur dans le développement cognitif et social (Table 5).

Trois articles récents décrivent également un réle de CIC dans la
régulation des processus de maintenance, de prolifération et de différenciation des
NSCs (Table 5) [171], [179], [189]. Le premier de Yang et al., décrit, dans un modele
d’inactivation constitutif de CIC, une prolifération aberrante de progéniteurs neuraux
au niveau de la SVZ [171]. In vitro, ces NSCs inactivées pour Cic outrepassent le
besoin d’EGF pour proliférer en condition d’hypoxie. La perte de Cic induit dans ces
cellules une altération de la différenciation : les NSCs se maintiennent a un stade
immature d’'OPC en condition de différenciation [171]. Collectivement, ces données
montrent I'importance de CIC dans la promotion de la différenciation et l'inhibition de
la prolifération des NSCs. Le deuxieme article de Ahmad et al., précise les
mécanismes a l'origine de ces phénotypes et décrit dans un modéle d’inactivation de
Cic dans le télencéphale (Foxgl-Cre) une légére diminution de la proportion de
neurones et de la densité de myéline associée a une augmentation de la proportion
d’OPCs chez les souris inactivées pour Cic [179]. Ces résultats suggerent un réle de
CIC dans la spécification des NSCs vers des lignages neuronaux plutdt que gliaux,
données renforcées par l'expression plus importante de CIC dans les lignages
neuronaux que dans les cellules gliales [179]. Les auteurs précisent également que
ces changements de proportions sont phénocopiés in vivo et in vitro par ETV5, révélant
ainsi le géne cible a l'origine du phénotype [179]. Enfin, la derniére étude publiée par
Hwang et al., précise la fonction de CIC dans la différenciation des lignages neuronaux
[189]. lls démontrent dans un modele d’inactivation de Cic dans les NSCs (Nes-Cre),
une prolifération anormale de neuroblastes empéchant la transition vers des neurones
immatures dans l'hippocampe et présentent des défauts de différenciation et de
maturation des neurones [189]. Les cerveaux des souris Cick® présentent une
épaisseur corticale amoindrie et un volume global réduit. Ce défaut de développement
neuronal est notamment di a la surexpression de Vgf (VGF nerve growth factor) une
cible de CIC [189].

Ces résultats présentent CIC comme un important régulateur du
développement cérébral tant au niveau de la physiologie des cellules neurales qu’au
niveau cognitif et social. Détaillons a présent les réles que CIC peut exercer dans le
développement tumoral.
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3.2.3 Roéles de CIC dans le développement tumoral

Exercant des fonctions dans la différenciation et la maturation de
différents lignages, CIC est retrouvé muté ou inactivé dans plusieurs types de cancers,
permettant I'expression de programmes prolifératifs et migratoires par les cellules
tumorales (Figure 18). Les premieres altérations genétiques de CIC ont été identifiees
dans un sous-type de sarcomes d’Ewing [161]. Dans ces tumeurs, des translocations
chromosomiques sont a l'origine d’'une fusion des génes CIC et DUX4 convertissant
la fonction de répresseur de CIC en un activateur transcriptionnel. La protéine de
fusion CIC-DUX4 est en effet capable d’'induire la transformation de fibroblastes in vitro
via la surexpression des genes ETV1 et ETV5 [161]. D’autres fusions du géne CIC
sont également décrites dans des angiosarcomes (CIC-LEUTX) et des tumeurs
périphériques du neuroectoderme (CIC-NUTM1) [190].

Ces dernieres années, de nombreuses altérations du géne CIC ont été
décrites dans de nombreuses tumeurs périphériques (Figure 18). En plus des
evenements de fusions génétiques, les altérations génétiques les plus fréquentes du
gene CIC sont des mutations faux-sens ou non-sens inactivatrices ou des délétions
hétérozygotes ou homozygotes. Lorsque CIC n’est pas inactivé de maniére génétique,
il peut étre retrouvé inactivé de maniére fonctionnelle par répression par la voie des
MAPK, nous parlerons alors d’inactivation fonctionnelle (Figure 18). Ces altérations
de I'expression de CIC conduisent a une dérépression des génes ETV induisant la

Cancer du poumon,

phgz:l?:;:ue pancréas, foie, colon, ?;g::ﬂe Ca;z:rt:; la Oligodendrogliome Sarcome Meédulloblastome
lymphocytes T
I ERF : P
. b . I<crc - - .
Répression Inactivation Inactivation Inactivation Inactivation Fusion Surexpression
fonctionnelle fonctionnelle génétique génétique génétique P

T = | == [ A

Figure 18 — Altérations génétiques et fonctionnelles de CIC dans le cancer

* *

Régulateur majeur de la voie des MAP kinases, CIC régule une vaste diversité de fonctions permettant
notamment la différenciation et la maturation de nombreux organes.et tissus. Les altérations génétiques et
fonctionnelles de CIC sont ainsi a I'origine de nombreuses fonctions physiopathologiques permettant I'initiation
ou la progression tumorale. Pour ce faire, la plupart des tumeurs répriment I'expression de CIC soit au niveau
génétique par mutations inactivatrices, délétion ou fusion, ou bien régulation post-traductionnelle par I'activation
de la voie des MAP kinases (inactivation fonctionnelle). L'absence de CIC entraine par conséquent, une
surexpression des génes du cycle cellulaire, de métalloprotéases et protéines de remodelage de la matrice
extracellulaire, et une suractivation de la voie des MAP kinases.
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prolifération, un remodelage de la matrice extracellulaire permettant I'invasion et une
augmentation de la signalisation des MAPK (Figure 18). On retrouve ainsi dans les
cancers de la prostate des micro-délétions focales dans la région 19g13.2 entrainant
la perte du géne CIC et du géne ERF, un autre répresseur des genes ETV [191]. Des
délétions et mutations de CIC sont également retrouvées dans 26% des
adénocarcinomes gastriques, des altérations dont la fréquence augmente dans des
stades avancés et agressifs [192]. De méme, linactivation de CIC dans les
adénocarcinomes pulmonaires induit la formation de métastases causée par la
dérépression d'ETV4 et de MMP24 [192]. Malgré une incidence faible d’altérations du
gene CIC dans les leucémies lymphoblastiques T aigués, deux études révelent que
l'inactivation de CIC chez la souris est suffisante pour induire des leucémies
lymphoblastiques T [178], [193]. Il s’agit d’ailleurs des premieres études validant le role
de CIC comme suppresseur de tumeurs dans un modele murin de tumeurs.

Enfin, des données récentes décrivent limpact de [linactivation
fonctionnelle de CIC dans la progression d’hépatocarcinomes, de cancers colorectaux,
de cancers pancréatiques ainsi que de cancers du sein [194]-[197]. Dans les trois
premiers, 'expression de CIC dans des bases de données de patients est diminuée et
associée a une surexpression de ces genes cibles dont ETV4 [194], [195], [197]. Des
modéeles d’inactivation de CIC dans des lignées cellulaires et des modéles de souris
PDX montrent dans ces trois types de cancer une augmentation de la prolifération de
la migration et de linvasion médiées par la dérépression de I'axe ETV4-MMP9
induisant des remaniements matriciels [194], [195], [197]. Dans des lignées cellulaires
de cancers du sein, linactivation de CIC augmente I'expression des marqueurs
souches et la capacité d’auto-renouvellement des CSCs via la dérépression de ETV4,
ETV5 et SOX2 [196]. Toutefois, la perte de CIC n’altére pas la prolifération et I'invasion
des CSCs, confirmant le rGle de CIC dans le contréle du maintien de I'état souche des
CSCs [196].

Dans les glioblastomes, CIC est inactivé de maniére fonctionnelle par la
suractivation de la voie des MAPK [175]. L’étude de Bunda et al., est la premiére a
décrire un mécanisme de dégradation de CIC chez 'Homme. L’activation de ERK
induit la phosphorylation de CIC sur le résidu S173 reconnu par l'ubiquitine E3 ligase
PJALl adressant la protéine au protéasome [175]. L'inhibition de PJA1 ou de ERK
restaure les niveaux de CIC et réduit la prolifération et I'invasion de lignées de GBMs
[175]. La dégradation continuelle de CIC dans les GBMs induit notamment I'expression
de ETV5, responsable des phénotypes de prolifération et d'invasion [175]. Le méme
groupe démontre dans une autre étude que la réclusion cytoplasmique de CIC induite
par phosphorylation par c-Src favorise la prolifération des GBMs [174].
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De maniére intrigante, on retrouve une expression importante de CIC
dans les médulloblastomes et en particulier dans les neurones granulaires immatures
[198]. Cependant, les conséquences fonctionnelles de cette surexpression ne sont pas
connues. Enfin, des mutations inactivatrices de CIC ont été décrites dans 50 a 70%
des oligodendrogliomes [12], [13], [17]. La moitié d’entre elles sont des mutations faux-
sens enrichies dans les exons codant le domaine HMG et I'autre moitié des mutations
non-sens conduisant majoritairement a une perte partielle ou totale du domaine C1
[13], [17]. Les mutations les plus retrouvées étant les mutations CICR21W et CICR?10W
présentant chacune un changement d’affinité du domaine HMG a I’ADN résultant en
une perte de fonction [13]. Alors que la perte d’expression de CIC est associée dans
les tumeurs périphériques & un mauvais pronostic, il semblerait que I'impact
pronostique de CIC dans les oligodendrogliomes soit moins clair. Les études décrivent
toutes les associations possibles décrivant en fonction de la cohorte étudiée un impact
défavorable, favorable ou une absence d’association des mutations CIC et de son
expression a la survie des patients [199]-[201]. Une étude de notre laboratoire associe
les mutations du géne CIC a un pronostic défavorable dans la cohorte du réseau POLA
et dans les oligodendrogliomes du TCGA [13]. Ce pronostic est corrélé a une
croissance plus rapide et importante aprés résection des ODGs mutés pour CIC
(Figure 19B). De plus, I'étude transcriptomique des ODGs mutés pour CIC montre un
enrichissement de signatures associées a la prolifération et aux OPCs, ainsi que la
dérépression de nombreux génes cibles de CIC comme les génes ETV1-5, CCND1,
DUSP4, SHC3, et SPRED1 (Figure 19D-F) [13]. Ces données démontrent
'importance de CIC dans le développement des oligodendrogliomes et suggéerent un
lien fonctionnel entre l'inactivation de CIC et I'enrichissement en d’OPCs dont I'étude
sera I'objectif principal de ma thése.

Les altérations génétiques ou la répression de CIC conduisant a son
inactivation pour promouvoir la prolifération et la migration font de ce gene un
suppresseur de tumeur pan-cancer. L'inactivation de CIC peut conduire a l'initiation
tumorale ou bien a la progression tumorale en fonction du contexte cellulaire. Dans les
oligodendrogliomes en particulier, I'inactivation de CIC induit une progression plus
agressive associée a un enrichissement de la prolifération et d’une signature
transcriptomique associée aux OPCs, rappelant son roéle dans le développement de
ce lignage.
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Figure 19 — Conséquences de I'inactivation de CIC dans les oligodendrogliomes (Gleize et al.,
2015)

A. Analyse de la survie sans progression (prise de contraste aprés chirurgie signifiant une récidive) des ODGs
mutés pour CIC (CIC mutant) et non mutés (CIC wi) (p-value=0,01). B. Volume en cm?3 des ODGs CIC mutant
et CIC wt au cours du temps aprés chirurgie (p-value=0,004). C. Distribution des mutations le long de la protéine
CIC. Parmi les 127 ODGs de la cohorte POLA, 63 mutations ont été observées chez 60 patients différents : 25
mutations faux-sens (cercle noir) le plus souvent restreintes au domaine HMG, 38 mutations conduisant a une
protéine tronquée (non-sens, site d’épissage alternatif, indel; étoile noire) distribuées en amont et dans le
domaine C1, 1 mutation produisant un site d’épissage alternatif de I'exon 20 (carré noir) et 1 mutation
représentant un SNP (Single Nucleotide Polymorphism). D. Analyse de I'expression des génes cibles de CIC
dans les ODGs CIC mutant (barres noires) et CIC wt (barres grises) par gRT-PCR (quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction). E et F. Analyse de I'enrichissement des signatures OPC (E ; p-
value=0,001 ; FDR<0,001) et MITOSIS (F ; p-value<0,001 ; FDR<0,001) dans les ODGs CIC mutant par rapport
aux ODGs CIC wt.
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4.  Objectifs de these

Dans cette introduction, nous avons d’abord présenté les tumeurs
cérébrales en nous focalisant sur les gliomes afin de décrire leur épidémiologie, leur
étiologie, ainsi que I'hétérogénéité de leurs caractéristiques cliniques, histologiques et
moléculaires. Diagnostiqués a des stades trés avancés, il est nécessaire de
comprendre les mécanismes de développement des gliomes afin de les endiguer.
Nous avons détaillé ces mécanismes et notamment les interactions des cellules
tumorales avec le microenvironnement tumoral et les neurones pour promouvoir leur
prolifération et invasion. Nous avons conclu cette premiére partie en décrivant les
possibilités et les limites de I'arsenal thérapeutique actuel en insistant sur I'importance
de développer des thérapies alternatives spécifiques ciblant I'hétérogenéité des
mécanismes de développement des gliomes.

Toujours dans une logique développementale, nous nous sommes
intéressés dans une seconde partie a l'origine cellulaire des gliomes. Nous avons pu
décrire les travaux ayant révélé le potentiel initiateur des OPCs et des NSCs pour le
développement des oligodendrogliomes. Toutefois, seules des cellules proches des
OPCs sont également décrites comme cellules amplificatrices, constituantes de la
masse tumorale des oligodendrogliomes. Pour comprendre le fonctionnement de ces
cellules a l'origine des gliomes, nous avons décrit la physiologie du lignage
oligodendrocytaire en détaillant leur origine embryonnaire ainsi que les mécanismes
transcriptomiques, épigénétiques et électrique permettant la différenciation et la
maturation du lignage. Nous avons conclu cette seconde partie en détaillant la vaste
hétérogénéité régionale, transcriptomique et électrophysiologique du lignage

oligodendrocytaire diversifiant leur propriété proliférative, leur capacité a se
différencier et & produire la gaine de myéline.

Afin de comprendre comment ces cellules d’origines se transforment,
nous avons étudié les réles de CIC, un répresseur transcriptionnel retrouvé muté dans
les oligodendrogliomes. Ce répresseur induit le développement et la différenciation
d’organes sous la régulation de la voie des MAP kinases. Son inactivation dans de
nombreux cancers entraine la prolifération et I'invasion des cellules tumorales. Dans
les oligodendrogliomes, son inactivation induit notamment I'expression de marqueurs
d’OPCs. Alors que la fonction de CIC commence a étre décrite dans les NSCs, le réle
spécifique de CIC dans les OPCs demeure méconnu. Suite a cette étude, le but de
ma these consiste a décrire les fonctions de CIC spécifiqguement dans le
développement des OPCs afin de comprendre le développement des
oligodendrogliomes. Pour ce faire, notre équipe a développé un modéle murin unique
d’inactivation conditionnelle et inductible de CIC dans les OPCs permettant d’étudier
son réle a différents stades du développement.
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Notre hypothése en vue des données de la littérature est que I'expression
de CIC dans le lignage oligodendrocytaire permettrait sa différenciation et sa
maturation tandis que son inactivation entrainerait une altération de la différenciation
et potentiellement une accumulation d’'OPCs prolifératifs a I'origine de la croissance
tumorale.

Les objectifs de ma these sont les suivants : (i) caractériser I'expression
de CIC dans le lignage oligodendrocytaire, (ii) caractériser les conséquences de
I'inactivation de Cic dans les OPCs du modele murin Pdgfra ::CreERT; Cicf;
Rosa26SL-YFP  (détail dans la partie matériel et méthodes), (iii) identifier les
mécanismes moléculaires altérés dans les OPCs inactivés pour Cic et (iv) étudier
limpact des mutations CIC au niveau pronostic et moléculaire dans des
oligodendrogliomes de patients.

Le matériel et les méthodes utilisés au cours des expériences réalisées
pour accomplir les objectifs seront décrits dans la partie correspondante ci-apres.
Nous détaillerons ensuite les résultats obtenus au cours de ces trois ans et demi de
travaux de these sur la fonction du facteur de transcription CIC dans le développement
des OPCs et des oligodendrogliomes.






Matériel et méthodes

SOURIS

Les souris ont été hébergées, croisées et traitées dans I'animalerie réglementaire de
type SPF et SOPF de I'Institut du Cerveau (numéro d’agrément : A751319). Tous les
protocoles et procédures impliquant les souris ont été évalués et approuvés par les
comités d’éthiques ainsi que le Ministere de I'Education Supérieure de la Recherche
et de I'Innovation (APAFIS#20939-2020052811427837). Les souris Cic' ont été
générées a I'lnstitut Clinique de la Souris a Strasbourg et ont été croisées avec des
souris C57BL/6J des laboratoires Janvier. Ces souris ont été croisées avec des souris
Pdgfra ::CreERT [105] et des souris Rosa26-SL-YFP [202] pour générer des souris males
Pdgfra ::CreER™! ; Cic* ; Rosa26-SL-YFPILSL-YFP afin de les croiser avec des femelles
Cic pour générer les lots expérimentaux. Des animaux males et femelles ont été
utilisés pour les expériences aprés avoir vérifié que les variations entre les groupes
étaient bien du fait de I'inactivation de Cic pour les variables mesurées. Le génotypage
des animaux a été réalisé dans I'équipe et par la plateforme iGenSeq (ICM). Pour
induire la recombinaison médiée par la recombinase CRE, les souris
Pdgfra ::CreER™; Cic™"; Rosa26LSL-YFP/* (groupe expérimental, ci-apres appelé
CicekO) et les souris Pdgfra ::CreER™ ; Cic** ; Rosa26-S--YFP/+ (groupe contréle, ci-
apres appelé Control) ont été injectées en sous-cutané avec une concentration de
100pg/g de tamoxiféne (Sigma, T5648; dissous dans de lhuile de mais;
concentration initiale de 20mg/mL) a P5, et avec la méme concentration en
intrapéritonéal pendant 5 jours consécutifs a P60.

PERFUSION ET CONGELATION DES CERVEAUX

Les souris ont été euthanasiées par injection péritonéale d’euthasol (140ug/g) avant
d’étre perfusées en intracardiaque aprées section de l'oreillette droite par une premiere
solution de NaCl (0,9%) pour dialyse suivie d’'une solution de paraformaldéhyde (PFA
2%, Electron Microscopy Sciences, 15713) pour la fixation des tissus. Les cerveaux
ont ensuite été disséqués et post-fixé pendant 15min (PFA 2%) avant d’étre immergés
dans une solution de sucrose 20% pour imprégnation sur la nuit a 4°C. Les
hémisphéres cérébraux ont été séparés et recouverts de CryoMATRIX (Tissue-Tek,
16-004004) dans des cassettes pour congélation dans un bain d’isopentane refroidi
(~50°C) pendant 1min. Les échantillons ont ensuite été conservés a -80°C.

IMMUNOFLUORESCENCE SUR COUPES CONGELEES
Nous avons realisé des coupes congelées de 14um d’épaisseur au cryostat CM3050S

(Leica). Ces coupes ont été sécheées puis incubées avec une solution contenant 10%
de sérum de chevre (NGS, Eurobio) et 0,3% de Triton X-100 (Sigma) dans du PBS



(Phosphate Buffer Saline) 1X (Gibco). Les anticorps primaires souhaités ont été
ajoutés aux dilutions décrites en annexe 1 pour une incubation sur la nuit a 4°C ou
pendant 2h a température ambiante (RT). Aprés trois lavages au PBS, les coupes ont
été incubées dans une solution d’anticorps secondaires de la gamme AlexaFluor®
(ThermoFisher) de méme composition que la premiere (PBS-Triton 0,3%-NGS 10%).
Apres trois autres lavages au PBS, les coupes ont été incubées avec une solution de
DAPI (300nM, Invitrogen, D3571) pour marquage des noyaux pendant 10min a RT.
Les lames ont été montées avec le milieu de montage Fluoromount™ (Sigma-Aldrich)
et gardées a 4°C.

ACQUISITION DES IMAGES ET QUANTIFICATION

Les images d'immunofluorescence ont été acquises sur un systéme de microscopie
confocale Leica SP8X. Les images ont été analysées avec le logiciel collaboratif Fiji.
Les comptages des cellules ont été réalisés soit manuellement avec le plugin Cell
Counter de Fiji ou bien a 'aide de macros que j'ai développées sur Fiji.

TRI PAR FLUORESCENCE DE PROGENITEURS D’OLIGODENDROCYTES

Des souris CicO et CicWT injectées au tamoxiféne a P5, ont été sacrifiées a P8 et les
cerveaux disséqués et rincés dans une boite de Pétri contenant du DMEM/F12 en
excluant les bulbes olfactifs et le cervelet. Une dissociation mécanique a été réalisée
par cisaillement au scalpel, suivie d’'une dissociation enzymatique a l'aide d’une
solution composée de 460ug/mL de papaine (Worthington, WOLS03126), 100ug/mL
de DNAse (Worthington, WOLS02139) et de 124ug/mL de L-cystéine (Sigma, C7880)
dans du DMEM. La solution a été incubée sous agitation 20min a 37°C. Aprés
digestion, la suspension a été filtrée par des filtres 70um (Miltenyi Biotec, 130-110-
916) et rincée dans cinq volumes de DMEM/F12. La solution a été déposée sur un
gradient de Percoll permettant I'élimination de la myéline aprés centrifugation a
20 000g pendant 15min a 4°C sur rotor angulaire. La myéline a ensuite été éliminée
et la fraction cellulaire récupérée pour étre rincée par 10 volumes de DMEM/F12 et de
nouveau centrifugée a 1340g pendant 10min a 4°C. La suspension cellulaire a été
resuspendue dans un volume de DMEM contenant un marqueur de viabilité (eFluor
450, Invitrogen, 19799387) et l'anticorps Anti-PDGFRa (BD Pharmingen, 558774)
chacun a la dilution 1/200°™e. Les cellules ont été incubées sur glace a I'obscurité
pendant 30min avant d’étre triées par fluorescence (fraction PDGFRa*YFP*
correspondant aux OPCs recombinés) au trieur MoFlo ASTRIOS (Beckman Coulter).

EXTRACTION D’ARN, QRT-PCR ET SEQUENGAGE

Les ARN messagers (ARNm) des OPCs recombinés (PDGFRa*YFP™) ont été extraits
grace au kit RNA XS NucleoSpin (Macherey-Nagel, 740902.50) et quantifies au
spectrophotometre Nanodrop (ThermoFisher). Les ARNm sont rétro-transcrits en ADN
complémentaire (ADNc) grace au kit Maxima 1str cDNA Synth (LifeTechnologies,
K1642). La PCR quantitative a été réalisée en utilisant le Master Mix Light Cycler 480
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SYBR Green | (Roche, 4707516001) sur le thermocycleur LightCycler® 96 (Roche).
Les analyses ont été realisées en utlisant la méthode du delta-delta Cqg. Le
séquencage a été réalisé par la plateforme iGenSeq (ICM) et l'analyse bio-
informatique des données par la start-up GenoSplice représentée par Pierre de la
Grange. Les filtres retenus pour les analyses d’expression différentielle étaient les
suivants : p-value ajustée<0,05 et log2FC>1,5. Les analyses d’enrichissement ont été
réalisées a partir des bases de données Gene Ontology, KEGG et Reactome (p-value
ajustée<0,05).

TRIMAGNETIQUE DE PROGENITEURS D’OLIGODENDROCYTES

Des souris CicO et CicWT injectées au tamoxiféne a P5, ont été sacrifiées a P8 et les
cerveaux disséqués et rincés dans une boite de Pétri contenant du HBSS froid (sans
Calcium ni Magnésium) en excluant les bulbes olfactifs et le cervelet. La dissociation
a été realisée en utilisant le gentleMACS Octo Dissociator with Heaters (program
37C_NTDK_1, Miltenyi Biotec) avec le kit de dissociation NTDK(P) (Miltenyi Biotec).
Apres dissociation, les échantillons ont été gardés a 4°C, filtrés par des filtres 70um
(Miltenyi Biotec, 130-110-916) et rincés dans dix volumes de HBSS (Ca?* ;Mg?*). Les
échantillons ont été centrifugés a 300g pendant 10min a 4°C. Les cellules ont ensuite
été incubées avec des billes anti-O4 (Miltenyi Biotec, 130-109-398) permettant le tri
magneétique grace au MultiMACS Cell24 Separator Plus dans un bloc de colonnes 24
puits (Miltenyi Biotec, 130-098-637 et 130-095-692). Les cellules O4* triées ont été
collectées dans une solution de PBS+BSA (Bovine Serum Albumin) 0,5%, comptées
et utilisées pour des extractions d’ARN/protéines ou une mise en culture.

CULTURES DE CELLULES 04+

Apreés tri magnétique, les cellules O4* ont été resuspendues dans un milieu de culture
contenant de la L-glutamine (2mM, Gibco, A2916801), de la Pénicilline et de la
Streptavidine (100U/ml, Gibco, 15140122) et du B27 (0,5X, Gibco, 17504044) dans du
milieu Neurobasal™ (Gibco, 21103049). Les cellules ont été ensemencées dans des
plaques NUNC p24 (ThermoFisher) sur une surface de Poly-L-Lysine (20ug/mL,
Sigma, P6282-5MG) a la densité de 10 000 cellules/cm? pour les conditions de
prolifération et de 40 000 cellules/cm? pour les conditions de différenciation. Pour les
conditions de prolifération, le milieu de culture a été complémenté en FGF et PDGF-
AA aux concentrations respectives de 20 et 10ng/ml (PeproTech, 100-18B et 100-
13A). Pour les conditions de différenciation, le milieu de culture a été complémenté en
T3 a la concentration de 40ng/ml (Sigma, T5516). Afin de réaliser des marquages en
immunofluorescence, les cellules en culture ont été rincées une fois par du PBS puis
fixées par du PFA 2% pendant 10min a RT, avant d’effectuer trois nouveaux ringages.
Les incubations avec les solutions d’anticorps ont été effectuées comme décrit dans
la partie « immunofluorescence sur coupes congelées » a la différence que la solution
ne contient que 0,1% de Triton final.



ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE SUR CELLULE UNIQUE (SINGLE-CELL RNA-SEQ)

Des cellules O4* triées a P8 chez des souris Cic®k© et Cic"T injectées au tamoxifene
a P5, ont été utilisées pour un protocole de Single-cell RNA-Seq en collaboration avec
la start-up Scipio. Les cellules ont été couplées a des billes et étalées sur un gel
permettant leur dilution a I'échelle de la cellule unique. Lorsque le gel est solidifié, une
lyse cellulaire permet aux ARNmM contenus dans chaque cellule de se lier aux
séquences portées par les billes associées. Ce tapis de gel a ensuite été digéré et les
billes récupérées pour une rétrotranscription et une PCR quantitative permettant la
constitution d’'une librairie d’ADNc. Le séquencage a été réalisé par la plateforme
iGenSeq a llnstitut du Cerveau et I'annotation et la matrice de transcrits ont été
réalisées par Scipio. Le contréle qualité, la normalisation, I'analyse de composantes
principales, le dimensionnement et le clustering ont été réalisés au sein de I'équipe.

WESTERN BLOT

Pour réaliser des Western Blots, des neurospheéres isolées a partir d’'embryons de
souris Cic®KO et CicWT ont été réalisées. Lorsque les neurospheéres atteignent une taille
suffisante, elles ont été dissociées a l'aide d’accutase/trypsine puis rincées et
centrifugées a 300g pendant 10min pour récupérer des culots secs de cellules. Les
culots ont été lysés sur glace pendant 10min, par un volume de 50uL/million de cellules
de tampon RIPA (ThermoScientific, 10230544) additionné d’un centiéme d’inhibiteurs
de protéases et phosphatases (ThermoScientific, 1861281). Apres une centrifugation
a 12 000g a 4°C pendant 15min, le surnageant a été prélevé et les protéines dosées
par BCA (ThermoScientific, 23227). Une quantité de 20ug de protéines a été déposée
pour migration sur gel précoulés (Biorad, 4561086). Aprés transfert sur membrane, un
blocage a été réalisé par une solution de BSA 5%-TBS-Tween 0,1% pendant 30min a
RT. L'incubation aux anticorps primaires a été faite sur la nuit a 4°C, suivie de lavages
au TBS et d’une incubation finale par une solution d’anticorps secondaires fluorescents
DyLight™ (680 et 800, Cell Signaling Technology) 1h a RT pour visualisation a
'analyseur (BioRad).

ANALYSES STATISTIQUES

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel Excel du Pack Microsoft Office,
GraphPad Prism 9 et R Studio, sauf cas spécifieés. Pour les figures de comptage de
proportions cellulaires, les données ont été présentées par moyenne de groupe et
nuages de points (chaque point représentant un échantillon indépendant). Pour les
figures de comptage d’intensité de fluorescence, les données ont été présentées par
médiane de groupe et nuages de points. La variabilité des échantillons a été
représentée par I'écart standard a la moyenne (SEM). Les tests statistiques réalisés
pour chaque figure ont été explicités dans la légende correspondante. Pour les autres
types de données, les choix de représentation ont été explicités dans la Iégende
correspondante. P-value<0.05=* ; <0.01=** ; <0.001=***,
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Resultats

Dans cette partie résultats, nous détaillerons les résultats obtenus afin
de répondre aux différents objectifs de ma thése a savoir : (i) caractériser I'expression
de CIC dans le lignage oligodendrocytaire, (ii) caractériser les conséquences de
I'inactivation de Cic dans les OPCs du modele murin Pdgfra ::CreERT; Cicf;
Rosa26SL-YFP | (iii) identifier les mécanismes moléculaires altérés dans les OPCs
inactivés pour Cic et (iv) étudier I'impact des mutations CIC au niveau moléculaire et
du pronostic dans les oligodendrogliomes de patients.

Les travaux de ma thése font 'objet d’'un manuscrit en préparation dans
lequel je suis co-premier auteur et qui sera soumis pour publication avant I'été 2022.
Ce manuscrit est intitulé (titre provisoire) : « The transcriptional repressor CIC
regulates differentiation and induces vascular features in oligodendroglial cells and
oligodendrogliomes ». Les auteurs sont : Yanis Khenniche#, Julie Lerond”, Corentine
Marie, Isaias Hernandez, Vincent Gleize, Pierre Dal-col, Stanislas Lipin, Sophie Paris,
Guillaume Gauchotte, Sylvie Poggioli Meimoun, Costanza Lo Cascio, Noémie Robil,
Shwetal Mehta, Justine Guegan, Jun Komatsu, Pierre de la Grange, Marc Sanson,
Carlos Parras et Emmanuelle Huillard. # = co-premiers auteurs.

En vue de la préparation de l'article de recherche associé a ces travaux
de these, le contenu des figures de la partie résultat contiendra de I'anglais et sera
traduit sur la figure ou dans les Iégendes associées. Dans un premier temps, je décrirai
I'expression du facteur de transcription CIC dans le lignage oligodendrocytaire, afin
d’émettre des hypothéses sur son réle dans ce lignage.



Résultats

1. L’expression de CIC augmente avec la maturation
du lignage oligodendrocytaire

Pour étudier I'expression de CIC dans le lignage oligodendrocytaire, j'ai
fait le choix d’utiliser la technique d’immunofluorescence, afin de pouvoir corréler par
intensité lumineuse, I'expression de la protéine CIC dans différents types cellulaires
de fagcon concomitante au microscope confocal. J’ai entrepris cette étude a différents
stades et dans plusieurs régions cérébrales de souris C57BL/6J. En effet, il est décrit
dans la littérature que l'expression de CIC dans le développement des lignages
cellulaires peut étre transitoire. C’est le cas notamment pour son expression dans les
neurones granulaires dans I'hippocampe, le cervelet et le bulbe olfactif chez la souris
[154]. J'ai utilisé a chacun de ces stades, les marqueurs suivants pour identifier les
cellules du lignage oligodendrocytaire : PDGFRa pour marquer les OPCs, APC/CC1
pour marquer les OLs et enfin OPALIN afin de distinguer une population d’OLs
myélinisants avancés dans la maturation, en plus du marquage CIC pour mesurer son
intensité.

L’étude de I'expression de CIC a été entreprise a différents stades afin
d'observer de potentielles différences d’expression en fonction du stade de
développement de la myélinisation dans le cerveau et donc de la maturation du lignage
oligodendrocytaire [94], [95]. J'ai ainsi choisi un stade précoce, P8, auquel la plupart
des cellules du lignage sont encore dans un stade immature d’'OPC. Le stade suivant,
P14, correspond a l'initiation de la myélinisation de certaines structures cérébrales
comme le corps calleux et la fimbria, permettant d’étudier I'expression de CIC dans un
contexte d’initiation de la différenciation oligodendrocytaire. Le stade P32, plus tardif,
correspond a un stade plus avancé de différenciation ou la majorité des cellules du
lignage se sont différenciées en OLs voire en mOLs dans les régions de la matiére
blanche. Enfin, le dernier stade P60 correspond a un stade ou la myélinisation est bien
établie voire achevée dans certaines structures de matiere blanche, constituant un
stade tres différencié du lignage oligodendrocytaire. Pour chacun de ces stades, jai
réalisé I'étude de I'expression de CIC dans différentes structures afin de révéler une
potentielle hétérogénéité d’expression de CIC. En effet, nous avons largement décrit
dans l'introduction les différences régionales et leurs conséquences sur la physiologie
du lignage oligodendrocytaire. Notre hypothéese étant que CIC joue un rble dans la
différenciation et la maturation du lignage oligodendrocytaire, nous laisse penser que
I'expression de CIC pourrait étre plus importante au méme stade dans des régions de
la matiére blanche due a leurs caractéristiques plus différenciées que les régions de
la matiere grise [141], [142], [203]. Ainsi, j’ai choisi de focaliser I'étude en particulier
sur les régions du télencéphale et en particulier le cortex comme structure de la
matiére grise et le corps calleux et la fimbria comme structures de la matiere blanche.



1. Expression de CIC dans le lignage oligodendrocytaire 101

La région du télencéphale et en particulier ses domaines frontaux étant également les
zones les plus associées a la survenue d’oligodendrogliomes [4], [5], [87].

1.1.  CIC est faiblement exprimé dans les OPCs

Décrivons premierement I'expression de CIC dans les OPCs. Comme on
peut I'observer dans la Figure 20, I'intensité de fluorescence de CIC dans les OPCs
est faible en comparaison avec les cellules avoisinantes (Figure 20A). Elle se
distingue cependant du bruit de fond, et augmente entre P8 et P60 méme si son niveau
d’expression reste trés bas. L'expression de CIC est assez similaire entre la fimbria et
le cortex et semble seulement un peu plus importante dans le corps calleux. (Figure
20B) On peut en conclure que I'expression de CIC dans les OPCs est trés faible,
similaire entre les différentes régions et augmente Iégerement au cours du temps.
Explorons maintenant le profil d’expression de CIC dans les différentes populations
d’OLs.
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Figure 20 — L’expression de CIC dans les OPCs augmente de maniére discréte avec le temps.
A. Coupes du corps calleux de souris C57BL/6J a P14 montrant par immunofluorescence I'expression de CIC
dans les cellules PDGFRa* (fléches jaunes montrant les OPCs) acquises par microscopie confocale (40X).
Barre d’échelle : 10um B. Quantification de 'intensité du marquage CIC dans le corps calleux, la fimbria et le
cortex a différents stades de développement (P=postnatal ; le nombre associé correspond a I'age de la souris
en jours). Chaque point correspond a une mesure indépendante de la médiane d’expression des cellules pour
une souris (Welch t-test, n=4 a P8-P32; n=2 a P60).
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Résultats

1.2.  L’expression de CIC augmente dans les oligodendrocytes

Pour mesurer I'expression de CIC dans les OLs, jai utilisé le marqueur
CC1 permettant un marquage de la population totale de ces cellules ainsi que le
marqueur OPALIN permettant d’identifier une population plus mature et myélinisante,
le but étant d’'observer une potentielle corrélation de CIC avec la maturation dans le
lignage oligodendrocytaire. Ce que I'on peut observer en Figure 21 est une expression
de CIC en moyenne trois fois plus importante dans les OLs que dans les OPCs (Figure
21B). L’expression de CIC est assez similaire entre les structures avec de nouveau
une légere tendance a une expression plus importante dans les structures de la
matiere blanche (Figure 21B). Parmi les OLs, on retrouve une expression de CIC 25
a 45% plus importante dans les OLs matures (Figure 21A et B) démontrant une
corrélation entre [I'expression de CIC et la maturation dans le lignage
oligodendrocytaire. Cependant, I'expression de CIC dans les OLs n’est pas croissante
avec le temps comme observé dans les OPCs. En effet, 'expression de CIC dans les
OLs représente une gaussienne dont le maximum d’expression correspond a la
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Figure 21 — L’expression de CIC est associée a la maturation du lignage oligodendrocytaire.
A. Coupes du corps calleux de souris C57BL/6J a P14 montrant par immunofluorescence I'expression de CIC
dans les cellules CC1*OPALIN- (fléches roses montrant les iOLs) et CC1*OPALIN* (fléches violettes montrant
les mOLs) acquises par microscopie confocale (40X). Barre d’échelle : 10um B. Quantification de I'intensité du
marquage CIC dans le corps calleux, la fimbria et le cortex a différents stades de développement (P=postnatal
; le nombre associé correspond a I'age de la souris en jours). Chaque point correspond a une mesure
indépendante de la médiane d’expression des cellules pour une souris (Welch t-test, n=4 a P8-P32; n=2 a P60).
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période active de myélinisation des structures étudiées, elle diminue ensuite a P60, un
stade a laquelle la myélinisation est moins active [117].

Ainsi I'expression de CIC est associée avec la maturation du lignage
oligodendrocytaire avec une expression plus importante dans les OLs et en particulier
les OLs plus matures. Ce profil d’expression a du sens quand on voit que le maximum
d’expression de CIC correspond au stade de différenciation active des structures
étudiées. Cela conforte notre hypothése d’un réle de CIC dans la différenciation des
OLs. Il convient par conséquent de valider a présent fonctionnellement cette
hypothése en étudiant 'impact de I'inactivation de Cic spécifiquement dans les OPCs.
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Résultats

2. Caracterisation d’un modele murin d’inactivation
de CIC dans les cellules d’origine des gliomes

Afin d’étudier la fonction de CIC dans le lignage oligodendrocytaire, le
laboratoire a développé un modele d’'inactivation de Cic dans les cellules d’origine des
oligodendrogliomes : c’est le modéle murin Pdgfra ::creERT ; Cicf; Rosa26-SL-YFP,
Décrivons dans la sous-partie suivante ce modeéle afin de comprendre ses possibilités
et limites.

2.1.  Description du modéle : Pgdfra::creER™ ; Cid ; Rosa26"5-"*

Ce modele murin permet I'inactivation conditionnelle et inductible de Cic
dans les cellules PDGFRa* (Figure 22). Ces cellules expriment dans le cytoplasme
une protéine fusion CRE-ERT [105], dont 'activation par le tamoxiféne, permettra une
translocation nucléaire induisant des évenements de recombinaison au niveau de sites
appelés lox P. Chez les souris Cicf, les premiers sites encadrent les exons 2 a 6 du
locus Cic, codant le domaine HMG. L’excision de ces exons est prédite pour ne pas
perturber le cadre de lecture et résulter en I'expression d’'un ARN tronqué produisant
une protéine CIC incapable de se lier a ’ADN [178]. Notre équipe a choisi d’exciser
ces exons en particulier pour mimer les mutations inactivatrices du domaine HMG des
oligodendrogliomes [13]. De ce fait, les souris du groupe expérimental présenteront
une inactivation homozygote du géne Cic similaire a la perte des deux alleles du gene
CIC des oligodendrogliomes mutés. Chez les souris contrdles, l'induction au
tamoxiféne entrainera également une translocation de la CRE-ERT dans le noyau,
mais I'absence de sites lox P au niveau du locus Cic empéchera toute excision,
produisant une version fonctionnelle du répresseur transcriptionnel.

Afin de pouvoir suivre le devenir des cellules ayant été recombinées suite
a l'injection, les souris Cic®kO et Control présentent de maniére hétérozygote au niveau
du locus Rosa26, le géne rapporteur YFP (Yellow Fluorescent Protein) précédé d’une
cassette STOP encadrée par des sites lox P, empéchant I'expression du géne
rapporteur de maniére constitutive [202]. Aprés induction au tamoxifene, la CRE-ER"
vient exciser cette cassette STOP induisant I'expression de la YFP dans les deux
groupes de souris, ce qui permet leur comparaison. L'expression de la YFP étant
maintenue, on peut suivre la différenciation et la maturation des cellules recombinées.
Pour la suite du manuscrit, les animaux contrbles injectés (Pdgfra ::creER™; Cic** ;
Rosa26SL-YFP/+) seront dénommés Control et les animaux expérimentaux injectés
(Pdgfra ::creER™t ; CicokO ; Rosa26-SL-YFP/+) seront appelés CicckC. Maintenant que
nous avons décrit le modele, détaillons les expériences ayant permis sa validation.



2. Caractérisation du modéle murin d’inactivation de Cic dans les OPCs (Cic™©) 105
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Figure 22 — Un modele d’inactivation conditionnelle et inductible de Cic dans les OPCs : le
modele Pdgfra::creER" ; Cid ; Rosa26"5-"'F, De maniére constitutive, I'expression de la CRE-ERT dans
les cellules PDGFRat est maintenue dans le cytoplasme gréace au récepteur aux cestrogénes (ERT), empéchant
tout événement de recombinaison. Aprés injection de tamoxiféne, un analogue aux cestrogénes, le récepteur
ERT est activé induisant une translocation nucléaire de la protéine fusion CRE-ERT. Chez les souris Cic™, la
CRE induit au niveau du locus Cic, I'excision des exons 2 & 6 codant le domaine HMG (souris Cicek9). Les
souris Cic** ne possédant pas de sites lox P (fleches bleues), les deux alléles du géne Cic restent intacts. De
plus, dans les souris Cic” et Cic**, la présence d’'un géne rapporteur YFP dont I'expression est permise par
excision d'une cassette STOP par la CRE, permet de suivre la descendance des cellules ayant été recombinée
par l'injection de tamoxiféne. TMX=Tamoxiféne.

*

2.2.  L’excision du domaine HMG est efficace dans le modéle Cic™®°

Afin de caractériser le modéle Cick®, mon laboratoire d’accueil a validé
au préalable l'efficacité de I'excision des exons 2 a 6 dans les OPCs recombinés
(PDGFRa*YFP*) de souris Cic®KO tries par FACS trois jours aprés injection de
tamoxiféne a P5 (Figure 23A). Pour cela, les niveaux d ARNm contenant les exons 2-
6 ont été mesurés par RT-gPCR. Comme on peut I'observer, I'efficacité de I'excision
de ces exons est quasi-totale (98% d’efficacité). Cependant, les sondes utilisées
permettant uniguement de détecter I'expression des exons excisés, il nous était
impossible de savoir a ce stade si des ARNm Cic tronqués étaient tout de méme
exprimeés et produisaient des protéines CIC tronquées. J'ai ainsi réalisé deux analyses
au niveau protéique de I'expression d’'une protéine CIC tronquée par Western Blot et
immunofluorescence.
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Figure 23 — Instabilité de I’expression de CIC chez les souris Cic®© causée par I’inactivation

du domaine HMG. A. qRT-PCR sur les exons 3 a 6 (amplification des exons codant le domaine HMG) sur
des OPCs recombinés triés a P8 aprés injection au tamoxiféne a P5 de souris Control et Cick© (n=6 par groupe,
Welch t-test). B. Western Blot contre CIC sur des souris contrbles (Olig2WT ; Cic"T et Olig2tvaceWT - CicWT),
mutantes hétérozygotes (Olig2ve-ceWT . Cic*-) et mutantes homozygotes (Olig2ta-ceMT : Cic”) (contrle de
chargement, tubuline ; n=2; fleches vertes=isoformes sauvages ; fleches rouges=isoformes mutées). C.
Sections du corps calleux de souris Control et Cicek© a P32 montrant par immunofluorescence I'expression de
CIC dans les cellules CC1*GFP* (fléches vertes montrant les OLs recombinés) et CC1*GFP- (fléches blanches
montrant les OLs non recombinés) acquises par microscopie confocale (40X). Barre d'échelle : 10um D.
Quantification de l'intensité du marquage CIC dans le corps calleux d’'OLs recombinés a P32 (induits a P5).
Chaque point correspond a une mesure indépendante de la médiane d’expression des cellules pour une souris
(Welch t-test, n=5).
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2.2.1 La recombinaison au locus Cic induit une instabilité de la protéine

Pour valider I'expression potentielle d’'une protéine CIC tronquée traduite
depuis un ARNm Cic excisé, j'ai réalisé des Western Blot contre CIC sur des cultures
de neurospheres a partir d'un modele d’inactivation constitutive de Cic dans les
progéniteurs neuraux réalisé précédemment dans le laboratoire (le modéle Olig2tva-=cre ;
Cicf présenté en annexe 2). Comme on peut le voir dans les échantillons contrbles
(Olig2WT ; CicWT et Olig2tva-cre/WT - CicWT), les deux isoformes sauvages de CIC sont
exprimées au poids moléculaire attendu a savoir 460 kDa pour 'isoforme CIC-L et 250
kDa pour l'isoforme CIC-S (Figure 23B). Dans I'échantillon hétérozygote (Olig2tva=cre
Cic*"), on retrouve en plus de I'expression des isoformes sauvages de CIC, une bande
supplémentaire de poids moléculaire légérement inférieur (d’environ 10kDa;
correspondant au poids du domaine HMG [151]) pouvant correspondre a l'isoforme
CIC-L mutée. Quant aux souris mutantes homozygotes (Olig2va-creMT: Cic’), on
distingue a peine la présence de I'isoforme CIC-L mutée ainsi qu’'une deuxiéme bande
de poids moléculaire Iégérement inférieur a I'isoforme CIC-S sauvage, correspondant
a l'isoforme CIC-S mutée présente a des niveaux d’expression quasiment nuls. Ces
résultats nous permettent de conclure que des versions tronquées des deux isoformes
de CIC sont bel et bien exprimées chez les souris mutantes. Ces résultats démontrent
gue la perte du domaine HMG entier induit une instabilité des isoformes de CIC.

Toutefois, Forés et al., montrent dans une lignée cellulaire humaine que
la surexpression de constructions de CIC portant des mutations ponctuelles du
domaine HMG, du domaine C1 ou une perte du domaine C1 n’induisent pas de
changement d’expression des protéines résultantes par rapport a la construction
intacte de CIC [156]. Cette différence avec nos résultats peut étre due a la différence
des constructions génétiques des modeéles : la perte entiere du domaine HMG dans
notre cas induirait une instabilité tandis que des mutations ponctuelles ou une perte
du domaine C1 n’auraient pas de conséquence sur la stabilité de CIC. Elle peut
également étre expliquée par le contexte cellulaire qui engendrerait des régulations
différentes ou encore a la stabilisation dans le cas de I'étude Forés et al., des
constructions mutantes par la protéine CIC endogene. En effet, la présence des formes
sauvages de CIC dans notre modéle semble chez le mutant hétérozygote stabiliser
'expression des formes tronquées (Figure 23B) Plus précisément, on observe une
expression plus importante de I'isoforme CIC-L tronquée chez les souris mutantes
hétérozygotes que chez les souris mutantes homozygotes. Ensemble ces données
démontrent I'existence de formes mutantes instables des isoformes de CIC induites
par la perte du domaine HMG.

Afin de confirmer ces résultats in vivo et de valider I'inactivation de Cic
dans les OLs, jai conduit une étude de I'expression de CIC dans le modéle CiceK® par
immunofluorescence a P32 apres induction au tamoxiféne des souris a P5.
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Résultats

L’immunofluorescence montre la présence d’OLs recombinés (identifiées grace au
marquage anti-GFP) et non recombinés chez les souris Control et Cic¢kC (Figure 23C).
La quantification du signal fluorescent du marquage anti-CIC révéle une diminution
significative des niveaux de CIC dans les souris Cic¢k® par rapport aux souris Control
(Figure 23D ; cette diminution est également détectée dans la fimbria et dans une
moindre mesure dans le cortex, données non montrées). Ces données confirment in
vivo une instabilité de I'expression de CIC causée par I'excision des exons codant le
domaine HMG sans toutefois causer une perte totale de I'expression de la protéine
tronquée.

Ces différentes expériences de validation transcriptomique et protéique
ont permis de démontrer I'efficacité de I'excision des exons codant le domaine HMG
dans les OPCs ainsi que dans les OLs des souris Cic®®9. Cependant, il convient
également de valider la spécificité de recombinaison des alleles Cic dans le lignage
oligodendrocytaire.
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2.2.2 La recombinaison est spécifique du lignage oligodendrocytaire

Afin d’étudier la question de la spécificité de la recombinaison dans le
lignage oligodendrocytaire, jai réalisé une immunofluorescence anti-GFP pour
marquer les cellules recombinées et anti-OLIG2 pour marquer les cellules du lignage
oligodendrocytaire (Figure 24). L’étude a été effectuée sur des souris injectées et non
injectées au tamoxiféne. De cette maniére, nous pourrons également observer une
potentielle activation non spécifique de la CRE-ERT. On observe tout d’abord que les
souris non injectées ne présentent pas de cellules recombinées (Figure 24A), ce qui
montre I'absence d’activation non spécifique de la CRE-ERT dans les OPCs. Dans les
souris injectées, la plupart des cellules recombinées expriment également le marqueur
OLIG2 (91%) montrant une grande spécificité de la recombinaison dans le lignage
oligodendrocytaire (Figure 24B).
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Figure 24 — La recombinaison au locus Rosa26YFP est spécifique du lignage
oligodendrocytaire. A. Quantification de la proportion de cellules OLIG2*GFP* parmi les cellules GFP* chez
des souris injectées (P5) et non injectées a P14. B. Sections du corps calleux de souris injectées a P14 montrant
par immunofluorescence I'expression d’OLIG2 dans les cellules GFP* (recombinées) acquises par microscopie
confocale (40X). Barre d'échelle : 10um

*> .

En conclusion, dans le modéle Cictk® nous avons pu montrer I'efficacité
de l'excision des exons codant le domaine HMG dans les OPCs menant a une
diminution de I'expression de la protéine CIC tronquée dans les OLs. De plus, cette
recombinaison est spécifigue au lignage oligodendrocytaire permettant I'étude de
l'inactivation de Cic dans ce lignage que nous allons décrire a présent.
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3. Conséquences de ['inactivation de Cic dans la
physiologie des OPCs

Aprés avoir validé le modele Cic®O, nous avons entrepris la
caractérisation de [linactivation de Cic dans le développement du lignage
oligodendrocytaire. Pour ce faire, nous avons réalisé I'inactivation de Cic dans des
OPCs postnataux (P5) afin de nous placer dans la période de différenciation active de
la souris [92], [93], [117] pour mesurer un potentiel effet de CIC dans ce processus
physiologique. J’ai ainsi étudié les conséquences de l'inactivation de Cic dans des
stades précoces (P8, 3 jours), intermédiaires (P14, 9 jours) et tardifs (P32, 27 jours).
Par la suite, afin de nous rapprocher de la médiane de diagnostic des
oligodendrogliomes, j’ai réalisé une inactivation de Cic dans les OPCs adultes afin d’en
décrire les conséquences fonctionnelles.

3.1.  Etude de Uinactivation de Cic dans les OPCs postnataux : in vivo

Pour mesurer de potentiels changements dans les proportions d’OPCs
et d'OLs recombinés entre les souris Control et CicO, jai conduit des
immunomarquages des cellules recombinées (GFP*) aprés induction pour marquer les
OPCs (PDGFRa™"), leur prolifération (KI67*) et les OLs (CC1*) aux stades P8, P14 et
P32, dans le corps calleux, le cortex et la fimbria.

3.1.1 L’inactivation de Cic n’induit pas la proliferation des OPCs

Trois jours apres inactivation de Cic, la proportion d'OPCs ayant été
recombinés (PDGFRa*GFP*/PDGFRa*) dans le corps calleux chez les souris Control
et Cic®kO est d’environ 74%. Les taux de recombinaison pour le cortex et la fimbria sont
respectivement de 79% et de 78%. La proportion d’OPCs parmi les cellules
recombinées (PDGFRa*GFP*/GFP*) chez les souris Control et Cick® a P8 varie entre
80 et 95% suivant les structures (Figure 25C, P8), montrant que la vaste majorité de
cellules recombinées n’a pas encore démarré son processus de différenciation. Par
ailleurs, on n’observe pas de différence de proportion d’OPCs recombinés entre les
deux groupes dans les trois structures a ce stade précoce aprés inactivation.

J'ai ensuite mesuré la proportion d’OPCs recombinés prolifératifs
(PDGFRa*KI67*GFP*/ PDGFRa*GFP*) (Figure 25D, P8). Elle est d’environ 20% pour
le corps calleux et le cortex alors qu’elle monte a 40% pour la fimbria. Comme pour la
proportion d’OPCs totale, la proportion d’OPCs prolifératifs est similaire entre les
souris Control et CicekO pour les différentes structures. Nous pouvons en conclure que
l'inactivation de Cic n’a pas d’effet sur la prolifération ni la proportion d’OPCs dans les
trois premiers jours.
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Figure 25 — L’inactivation de Cic dans les OPCs induit une accumulation transitoire d’OPCs.
A. Schéma de la procédure expérimentale. B. Sections du corps calleux de souris Control et Cicek® a P14
marquant par immunofluorescence les OPCs (PDGFRa*), les cellules recombinées (GFP*) et les cellules
prolifératives (KI67*) ; les fleches jaunes montrant les OPCs recombinés (PDGFRa*GFP*) et les fleches
marrons les OPCs recombinés prolifératifs (PDGFRa*GFP*KI67+), chez les souris Control (panel gauche) et
CickO (panel droit). Acquisition au microscope confocal (20X). Barre d’échelle : 20um C et D. Quantification de
la proportion d’OPCs recombinés (C) et d'OPCs recombinés prolifératifs (D) aux différents stades de I'étude
dans le corps calleux, le cortex et la fimbria. Chaque point correspond & une mesure indépendante de la
moyenne de la proportion étudiée pour une souris (Welch t-test (+SEM)).
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Résultats

Neuf jours aprés l'induction au tamoxiféne, la proportion d’'OPCs ayant
été recombinés est a présent de 59% pour le corps calleux, de 82% pour le cortex et
de 69% pour la fimbria chez les souris Cic®kO et Control. En effet, sachant qu’une seule
injection a été réalisée et que des OPCs sont produits de maniere continuelle par la
SVZ [104], [124], la population de cellules recombinées a P5 sera progressivement
diluée avec I'dge. On observe en particulier, une diminution pour le corps calleux et la
fimbria alors que la proportion d’OPCs recombinés pour cortex semble se stabiliser
voire légerement augmenter. Cela pourrait potentiellement étre di a la migration
d’OPCs recombinés du corps calleux dans les zones corticales. Au niveau des
proportions d’OPCs parmi les cellules recombinées, on observe chez les souris
Control une diminution de moitié de la proportion observée a P8 dans le corps calleux,
et diminution d’environ 20% dans la fimbria et le cortex (Figure 25C, P14). Dans les
souris Cic®kO, nous observons dans le corps calleux une augmentation significative de
20% de la proportion d’OPCs par rapport aux souris Control. Dans le cortex, cette
augmentation est de 10%. Cependant, elle n'est pas observée dans la fimbria qui
présente des proportions similaires entre souris Control et Cic®KO,

Concernant la proportion d’'OPCs recombinés prolifératifs, nous
n’observons pas de changement significatif entre les souris Control et Cic¢k® (Figure
25D, P14). Nous notons une tres légere tendance a la diminution dans le cortex. Plus
encore, les proportions dOPCs recombinés prolifératifs sont trés similaires entre P8
et P14 pour les différentes structures hormis pour la fimbria qui présente une
augmentation de 18% de la proportion d’OPCs prolifératifs a P14. Ces résultats nous
permettent de conclure que l'inactivation de Cic entraine au bout de neuf jours, une
augmentation de la proportion d’OPCs qui n’est pas liée a une augmentation de leur
prolifération.

Au bout de 27 jours d’inactivation, la proportion d’OPCs ayant été
recombinés n’est plus que de 21% dans le corps calleux, de 64% pour le cortex et de
60% pour la fimbria chez les souris CiceX© et Control. Pour les proportions d’'OPCs
parmi les cellules recombinées, elles ne constituent plus que 7% dans le corps calleux,
20% dans la fimbria et 50% dans le cortex. Alors qu’on observait une augmentation
significative de la proportion dOPCs recombinés chez les souris Cic¢k© a P14, il ne
s’agit plus que d’une tendance a P32 (Figure 25C, P32), ce qui peut étre di au faible
nombre d’'OPCs résiduels (~70 OPCs recombinés/mm?). L’accumulation d’'OPCs
décrite a P14 ne semble ainsi pas persister et finit par ne représenter plus qu’une faible
proportion parmi les cellules recombinées a P32. Dans le cortex également,
laccumulation observée ne persiste pas a P32. Cependant, une augmentation
significative de 10% de la proportion d’OPCs est a présent mesurée dans la fimbria
(Figure 25C, P32). Ces différences structurelles peuvent refléter des dynamiques de
développement des OPCs dépendantes des régions.
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De nouveau, nous n'observons aucune différence de proportion d’OPCs
recombinés prolifératifs entre les souris Control et Cicck® hormis une tendance a la
diminution de prés de 15% en moyenne chez les souris Cic®k© dans la fimbria. Dans
le corps calleux, les proportions d’OPCs prolifératifs se maintiennent alors qu’elles
deviennent quasiment inexistantes dans le cortex chez les souris Control et CicckO
(Figure 25D, P32).

Tous ces résultats nous permettent de décrire un effet transitoire de
l'inactivation de Cic sur 'augmentation de la proportion d’OPCs sans changement de
leur état de prolifération. Cette augmentation apparait a différents stades dans les
structures étudiées révélant des différences régionales de développement. Le fait que
cette accumulation d’'OPCs ne soit pas associée a une augmentation de la prolifération
nous laisse supposer qu’elle peut étre due a un défaut de différenciation de ces OPCs.
Ainsi, j’ai réalisé des marquages des OLs afin de valider cette hypothése.

3.1.2 L’inactivation de Cic induit un délai de différenciation des
oligodendrocytes

A P8, la proportion d'OLs parmi les cellules recombinées
(CC1*GFP*/GFP*) chez les souris Control et Cicek© est de 7% en moyenne dans le
corps calleux, de moitié dans la fimbria et presque inexistante dans le cortex (Figure
26C, P8). Cela confirme que les OPCs recombinés ne se sont pas encore différenciés
massivement. Cela démontre également avec les résultats précédents de proportions
d’OPCs recombinés, que l'induction est bien spécifique du lignage oligodendrocytaire.
Par ailleurs, on n’observe pas de différence de proportion d’OLs recombinés entre les
deux groupes dans les trois structures a ce stade hormis une tendance a la baisse
chez les souris Cic®k® dans le corps calleux (Figure 26C, P8).

A l'inverse des OPCs, la proportion d’OLs parmi les cellules recombinées
augmente au cours du temps, en raison de la différenciation, pour rapidement atteindre
60% a P14 tandis qu’elle est de 20% dans la fimbria et de 6% dans le cortex. On
observe cette fois une diminution significative de 20% de la proportion d’'OLs chez les
souris CicO par rapport aux souris Control. Dans la fimbria, on retrouve une tendance
a la diminution de la proportion d’'OLs chez les souris Cic®kO (Figure 26C, P14).

Enfin a P32, la proportion d’OLs représente a présent 70% des cellules
recombinées dans le corps calleux, 60% dans la fimbria et 35% dans le cortex. De
plus, on ne retrouve pas a ce stade de différences significatives de proportion d’OLs
dans les trois structures, illustrant le caractére transitoire de la diminution d’OLs
observée a P14 dans le corps calleux (Figure 26C, P32). Prises ensemble ces
données indiquent que linactivation de Cic induit une diminution de la proportion
d’OLs. Cette diminution est du méme ordre de grandeur que I'augmentation de la
proportion dOPCs a ce stade dans le corps calleux (Figure 25).
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la proportion d’oligodendrocytes recombinés (C) et de la proportion de cellules recombinées totales (D) aux
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Pour nous assurer que ces changements de proportion sont corrélés, il
nous faut démontrer que les populations totales de cellules recombinées sont
similaires entre les souris Control et Cic¢kC. Ainsi, si la population totale est inchangée,
alors les variations internes de cette population doivent se compenser. Comme on peut
le voir en Figure 26D, les proportions totales de cellules recombinées sont identiques
entre les deux groupes et stables au cours du temps pour le corps calleux et le cortex
et augmentent pour la fimbria. La population de cellules recombinées du corps calleux
constitue 20% des cellules totales et cette proportion est d’environ 5% pour le cortex.
Pour la fimbria, cette proportion est de 20% a P8 et augmente jusqu’a 40% en
moyenne a P32. Ces résultats démontrent ainsi que I'accumulation d’OPCs observée
a P14 dans le corps calleux est bel et bien corrélée a la diminution de la proportion
d’OLs au méme stade dans cette structure révélant un défaut de différenciation induit
par l'inactivation de Cic. Ce défaut est cependant transitoire, car ces variations de
proportion ne sont plus observées a P32. L’ensemble de ces données conforte notre
hypothése d’'un réle de CIC dans la différenciation du lignage oligodendrocytaire.

Toutefois, cette premiére analyse ne nous a pas permis d’étudier dans le
détail les populations d’'OLs et notamment de mesurer de potentiels effets de
l'inactivation de Cic sur la maturation des OLs. Pour ce faire, j'ai réalisé deux analyses

indépendantes des populations d’OLs immatures et matures a un stade tardif
d’inactivation permettant d’obtenir d’importantes populations d’OLs : le stade P32.

3.1.3 L’inactivation de Cic induit une altération de la maturation des
oligodendrocytes

La premiere méthode d’analyse des sous-populations d’'OLs est
l'utilisation du marqueur OPALIN utilisé précédemment lors de [l'analyse de
'expression de CIC dans le lignage oligodendrocytaire. Ce marqueur, permettant
d’identifier les populations d’OLs myélinisants, peut étre utilisé en combinaison avec
le marqueur CC1 afin de distinguer les populations d’OLs immatures (iOLs) des
populations plus matures (mOLs). Conformément a notre hypothése selon laquelle
CIC induit la maturation du lignage oligodendrocytaire, nous nous attendons a ce que
l'inactivation de Cic entraine un défaut de maturation des OLs. Les résultats des
quantifications des proportions d'iOLs et de mOLs dans les souris Control et CicckO
sont détaillés en Figure 27. Dans le cortex, le marquage OPALIN permet une
distinction claire des mOLs recombinés qui représentent la vaste majorité des OLs a
ce stade (87,8% des OLs recombinés). On observe cependant dans les souris CicckO
une augmentation de 10% la proportion d’iOLs par rapport aux souris Control (Figure
27C), suggérant un état plus immature des OLs chez les souris inactivées pour Cic.
Dans le corps calleux et la fimbria, la majorité des OLs sont également matures
(respectivement 78,8 et 71,5%). On n’observe toutefois pas de différence en
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Figure 27 — L’inactivation de Cic dans les OPCs altére la maturation des oligodendrocytes.
A. Schéma de la procédure expérimentale. B. Sections du cortex de souris Control et Cicek© a P32 marquant
par immunofluorescence les iOLs recombinés (OPALIN-CC1*GFP* ; fleches roses) et les mOLs recombinés
(OPALIN*CC1*GFP*; fleches bleu foncé) chez les souris Control (panel haut) et Cicek© (panel bas). Acquisition
au microscope confocal (20X). Barre d’échelle : 20um C. Quantification de la proportion d'iOLs et de mOLs
recombinés a P32 dans le corps calleux, le cortex et la fimbria. Diagrammes en boite correspondant a la
moyenne de la proportion étudiée par groupe (n=5 ; Welch t-test (+SEM)).

¢ +

proportion des sous-types d’OLs dans ces structures. Cependant, il est important de
noter que le marquage OPALIN ne permet de distinguer que difficilement les iOLs des
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mOLs a cause de l'omniprésence de la myéline dans ces régions de la matiére
blanche. C’est pourquoi nous avons opté pour une seconde méthode de marquage
des sous-types d’OLs.

Afin de distinguer clairement les iOLs des mOLs, je me suis basé sur
'expression par les OLs du marqueur OLIG1 dont nous avons pu décrire le réle en
introduction. En effet, ce dernier est faiblement exprimé dans les iOLs en cours de
différenciation et son expression augmente dans les mOLs [115], [130], [204]. Ainsi,
nous avons utilisé un seuil d’expression d’OLIG1 décrit par Nakatani et al., [115] pour
distinguer les iOLs des mOLs, en combinaison avec le marqueur CC1. Le marquage
OLIG1 présente effectivement une moindre intensité (<40/255, sur une échelle de 8
bits) dans les iOLs par rapport aux mOLs (Figure 28). Tout d’'abord, on constate que
le seuillage du marquage OLIG1 (OLIG1'°W<40 ; OLIG1H'¢H>40) nous permet de
distinguer les mémes proportions d’iOLs et de mOLs dans les trois structures que les
proportions obtenues avec le marqueur OPALIN (Figure 27), décrivant une majorité
de mOLs. Conformément au résultat du marquage précédent, on constate dans le
cortex une proportion d'iOLs plus importante de 19% dans les souris CiccKO,
Cependant, on observe cette fois une augmentation significative de 15% de la
proportion d’iOLs toujours chez les souris Cick® dans la fimbria (Figure 28C). Dans le
corps calleux, la tendance observée d’'une augmentation de la d'iOLs n’est pas
significative. Ce comptage par seuillage de I'expression d’OLIG1 nous a ainsi permis
de distinguer plus facilement les populations d’OLs dans les structures de matiére
blanche et de révéler des changements de proportions similaires a ceux du cortex.
L’inactivation de Cic entraine dans les OLs, un défaut de maturation révélant un réle
de CIC dans ce processus cellulaire comme nous I'avions supposeé.

Les résultats de cette étude de linactivation de Cic dans les OPCs
postnataux a démontré un r6le de CIC dans la différenciation et la maturation du
lignage oligodendrocytaire dans le corps calleux, le cortex et la fimbria. Ce rdle pourrait
étre dépendant de la dynamique de développement de la région considérée, comme
le suggere 'augmentation de la proportion d’OPCs a un stade précoce dans le cortex
et le corps calleux et a un stade plus tardif dans la fimbria. Nous notons cependant un
impact transitoire, étant donné que les proportions d’OPCs altérées chez les souris
CiccKO finissent par revenir a des niveaux similaires aux proportions des souris Control.
Quant aux OLs, I'effet de CIC sur la maturation semble plus durable, car il persiste 27
jours apres linactivation Cic. En résumé, linactivation de Cic dans les OPCs
postnataux entraine un phénotype immature du lignage oligodendrocytaire menant a
une accumulation d’OPCs. Pour nous rapprocher de la médiane de diagnostic des
oligodendrogliomes, et donc observer un effet de I'inactivation de Cic dans la survenue
de ces derniers, j'ai ensuite procédé a son inactivation dans des OPCs adultes.
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Figure 28 — Confirmation de I’altération de la maturation par le marqueur OLIG1. A. Schéma
de la procédure expérimentale. B. Sections du cortex de souris Control et Cick® & P32 marquant par
immunofluorescence les iOLs recombinés (OLIG1:OWCC1*GFP* ; fleches roses) et les mOLs recombinés
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Acquisition au microscope confocal (20X). Barre d’échelle : 20pm C. Quantification de la proportion d'iOLs et
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a la moyenne de la proportion étudiée par groupe (n=5 ; Welch t-test (+SEM)).
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3.2.  L’inactivation de Cic n’induit pas d’effets dans les OPCs adultes

Afin d’induire l'inactivation de Cic dans les OPCs adultes, j'ai réalisé une
série de 5 injections quotidiennes consécutives a P60 en intrapéritonéale. Le temps
de cycle des OPCs augmentant et la différenciation des OLs tarissant avec le temps
[69], [100], [103], jai analysé les conséquences de l'inactivation de Cic un mois aprés
induction a P90.

Un mois apreés l'inactivation de Cic a P60, la proportion d’OPCs ayant été
recombinés (PDGFRa*GFP*/PDGFRa™*) dans le corps calleux chez les souris Control
et CicokO est de 89% a P90, alors qu’elle était de 21% apres 27 jours d’inactivation au
stade postnatal. Ces différences de pourcentage montrent une production tarie
d’'OPCs a l'age adulte en comparaison a des stades postnataux. Les taux de
recombinaison pour le cortex et la fimbria sont respectivement de 91% et de 87% chez
les souris Control et CicckO. Comme on peut le voir en Figure 29B, la proportion
d’'OPCs parmi les cellules recombinées (PDGFRa*GFP*/GFP*) varie de 40 a 60%
entre le corps calleux et la fimbria et monte jusqu’a 80% environ dans le cortex. A
linverse, le cortex présente les plus basses proportions d’OLs recombinés
(CC1*GFP*/GFP*) autour de 20%, tandis que le corps calleux et la fimbria sont
respectivement autour de 60%. Cela démontre un potentiel de différenciation plus
important des structures de la matiére blanche par rapport aux structures de la matiére
grise comme décrit dans la littérature [141]—-[144]. De plus, le taux d’OPCs prolifératifs
est de 14% dans les structures de la matiere blanche et de 8% dans le cortex reflétant
la quiescence des OPCs adultes (Figure 29C). Parmi les OLs, on retrouve également
une majorité de mOLs (80% en moyenne; Figure 29F). Le taux de cellules
recombinées dans les trois structures ne dépasse pas 10% (Figure 29D).

Entre les souris Control et Cictk®, on ne retrouve pas de différence
significative dans les différents types de cellules du lignage oligodendrocytaire. De
méme, les proportions de cellules recombinées totales sont inchangées, tout comme
la proportion d’OPCs prolifératifs et les proportions des sous-types d’OLs. Ces
résultats démontrent une absence d’effet de I'inactivation de Cic dans les OPCs
adultes.

Comme nous avons pu le décrire en introduction, le microenvironnement
module de facon importante la physiologie du lignage oligodendrocytaire. Il est
possible que I'impact de l'inactivation de Cic sur la différenciation et la maturation soit
causé par une modification du microenvironnement qui influencerait ces processus ou
bien par un réle intrinséque de CIC dans les OPCs. Afin d’éliminer la présence du
microenvironnement et d’évaluer les conséquences intrinseques de l'inactivation de
Cic dans les OPCs in vitro, j’ai mis en place un modéle de culture cellulaire O4* (cf.
matériel et méthodes), dont nous allons détailler a présent les résultats obtenus.
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Figure 29 — L’inactivation de Cic dans les OPCs adultes ne présente pas d’effet sur les
populations oligodendrocytaires. A. Schéma de la procédure expérimentale. B-F. Quantification de la
proportion dOPCs (B), d'OPCs prolifératifs (C), de cellules recombinées (D), d’'OLs totaux (E) et d'iOLs et de
mOLs (F) recombinés & P90 apres inactivation de Cic & P60 dans le corps calleux, le cortex et la fimbria.
Chaque point correspond a une mesure indépendante de la moyenne de la proportion étudiée pour une souris
(Welch t-test (+SEM)). Pour les sous populations d'oligodendrocytes, les diagrammes en boite correspondant
a la moyenne de la proportion étudiée par groupe (n=6 ; Welch t-test (+SEM)).
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3.3.  Etude de I'inactivation de Cic dans les cultures O4" : in vitro

Pour mettre en place les cultures d’OPCs, jai injecté des souris Control
et Cic®kO a P5 et réalisé un tri cellulaire O4* sur les cerveaux dissociés afin de les
mettre en culture & P8. Dans le but d’étudier les conséquences intrinséques de
l'inactivation de Cic dans la prolifération et la différenciation cellulaire, j’ai établi des
conditions de culture spécifiques (cf. matériel et méthodes). Ayant été réalisés en fin
de thése, ces résultats sont encore préliminaires et doivent étre reproduits pour
confirmer ou infirmer les tendances observées.

Dans les conditions de prolifération, nous avons analysé les proportions
d’OPCs recombinés (PDGFRa*GFP*) et leur prolifération (PDGFRa*GFP*EdU™) par
une courte incorporation de I'analogue de thymidine EdU, dans les cultures de cellules
04* de souris Control et CictkC a 3h apres tri (OPCO0), 2 jours (OPC2) et 4 jours en
culture (OPC4) (Figure 30A). Apres la mise en culture, nous constatons que les
cultures Control et Cic®kO sont trés similaires en condition de prolifération (Figure
30B). A OPCQO, les proportions d’OPCs recombinés sont respectivement de 93 et 94%
pour les cultures Control et Cic®k© (Figure 30D). Les proportions d’'OPCs recombinés
prolifératifs sont également similaires autour de 10%. Alors que le pourcentage
d’OPCs recombinés reste stable a OPC2 et OPC4 dans les deux conditions, la
proportion d’OPCs recombinés prolifératifs augmente jusqu’a 43% a OPC2 puis
diminue jusqu’a ~35% dans les deux conditions (Figure 30D). Ces résultats
préliminaires nous indiqueraient que les proportions d’'OPCs recombinés et d’OPCs
recombinés prolifératifs semblent identiques entre les cultures Control et Cic®k0, Ce
résultat est concordant avec I'absence d’effet sur la prolifération de I'inactivation de
Cic, observée in vivo.

Dans les conditions de différenciation, les proportions d’OPCs
(PDGFRaM9"GFP*) recombinés, d'iOLs recombinés (CNPase"9"MAG-GFP*) et de
mOLs recombinés (CNPase™9"MAG*GFP) dans les cultures de cellules O4* de souris
Control et CicckC ont été mesurées a 1 jour (OL1), 2 jours (OL2), 3 jours (OL3) et 4
jours (OL4) de culture (Figure 30A). Apres induction de la différenciation, nous
constatons une certaine mort cellulaire habituelle de ces protocoles. Nous décrivons
egalement la présence grandissante au cours du temps d’une population
PDGFRa-°“CNPase'®" recombinées qui pourrait correspondre a un intermédiaire
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Figure 30 — L’inactivation de Cic in vitro récapitule le phénotype décrit in vivo. A. Schéma de
la procédure expérimentale. B. Marquage par immunofluorescence des OPCs recombinés prolifératifs
(PDGFRa*KI67*GFP* ; fleches marron) chez les souris Control (panel haut) et CicekC (panel bas) aprés 4 jours
de prolifération (OPC4). C. Marquage par immunofluorescence des OPCs recombinés (PDGFRaMehGFP* ;
fleches jaunes), des COPs recombinés (PDGFRat“CNPaselo*GFP*; fleches grises) et des OLs recombinés
(CNPasetis"GFP* ; fleches bleues) chez les souris Control (panel haut) et CicekC (panel bas) aprés 3 jours de
différenciation (OL3). Acquisition au microscope confocal (20X). Barre d’échelle : 20um. D. Quantification de
la proportion d’'OPCs recombinés et d'OPCs recombinés prolifératifs a OPC0, OPC2 et OPC4. E. Quantification
de la proportion d'OPCs recombinés, de COPs recombinés, d'iOLs recombinés (CNPasetisMAG GFP*) et de
mOLs recombinés (CNPasetis"MAG*GFP*) & OL1, OL2, OL3 et OL4 dans les cultures O4* de souris Control
(n=3) et Cicek0 (n=1).

*> .
¢ +

nous observons une vaste majorit¢ d’'OPCs recombinés (~90% ; Figure 30E)
suggérant que les cellules n’ont pas encore débuté leur différenciation a ce stade.
Cependant, nous observons a OL2, dans la culture Control, 6,6% d’iOLs recombinés
et 11% de COPs-like recombinés. Ces populations sont sous-représentées dans les
cultures Cic®0 : 2,4% d’iOLs recombinés et 8,7% de COPs-like (Figure 30E). Cette
tendance devient plus importante dans le troisieme jour de culture marquant I'écart
entre les conditions. En effet, la population d’OPCs recombinés est diminuée de moitié
dans la culture Control par rapport aux cultures CicckO, tandis qu'a linverse, la
population de COP-like recombinés est deux fois plus importante et la population
d’iOLs augmentée de 35% (Figure 30E). Enfin, au quatrieme jour, les écarts entre les
populations s’amenuisent : la proportion d’'OPCs recombinés des cultures Cick® ne
représente plus qu'une augmentation de 33% par rapport a la culture Control et la
population de COP une diminution de 31%. Les populations de mOLs bien que trés
minoritaires, sont deux fois plus importantes a OL3 et OL4 dans la culture Control par
rapport aux cultures Cic®kC (Figure 30E).

Ces résultats, bien que préliminaires et a reproduire, confortent le défaut
de différenciation des OPCs inactivés pour Cic mesuré in vivo. On retrouve a deux et
trois jours de différenciation une accumulation progressive de populations
oligodendrocytaires plus immatures dans les cultures Cick©, alors que les OPCs ont
déja entamés leur différenciation dans la culture Control. Cependant, ce retard de
différenciation des cultures Cic®*©, semble compensé un jour suivant, présentant le
méme caractére transitoire que décrit in vivo. Ainsi, CIC modulerait de facon
intrinséque la différenciation et la maturation du lignage oligodendrocytaire. Toutefois,
il N’en serait pas un effecteur primordial au vu du caractére transitoire du défaut de
différenciation observé lors de son inactivation.

Aprés avoir décrit le phénotype associé a l'inactivation de Cic dans les
OPCs, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires par lesquels CIC
régule la différenciation des OPCs, pour cela nous avons réalisé une étude
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transcriptomique et une analyse des genes cibles de CIC dans les OPCs que nous
présentée ci-apres.



4.  Meécanismes moleculaires de CIC dans les OPCs

postnataux : une étude transcriptomique et des genes cibles de CIC

Nos résultats précédents suggerent que CIC régule la différenciation
cellulaire et la maturation des OPCs. N’ayant pas observé d’effets notables de CIC
dans les OPCs adultes, nous avons focalisé la suite de I'étude dans les OPCs
postnataux. Pour ce faire, nous avons réalisé dans un premier temps un séquencage
des transcrits (RNA-Seq) d’OPCs postnataux de souris Cic®kC et Control et réalisé par
la suite un séquencage par immunoprécipitation de la chromatine liee par CIC (ChlP-
Seq) en collaboration avec les Dr. Corentine Marie et Carlos Parras. L’objectif de ces
deux études est de décrire respectivement les voies altérées par I'inactivation de Cic
dans les OPCs et d’identifier les genes cibles de CIC qui pourraient étre a I'origine de
ces altérations.

4.1.  Voies altérées dans les OPCs inactivés pour Cic

Le RNA-Seq est une méthode permettant d’évaluer 'abondance des
transcrits d’une cellule a un temps donné, révélant les programmes cellulaires actifs
de cette derniere. Nous avons ainsi souhaité décrire les voies cellulaires altérées dans
les OPCs aprés inactivation du gene Cic. Pour ce faire, nous avons realisé
l'inactivation de Cic a P5 et réalisé un tri cellulaire par cytométrie en flux P8 pour isoler
les OPCs recombinés corticaux (PDGFRa*YFP*) chez trois souris Control et trois
souris Cic®kO, Dans les OPCs de souris Cic®9, nous observons en premier lieu une
vaste majorité de genes induits (804 genes) contre une minorité de genes réprimeés
(311 genes). Ce résultat est cohérent avec le role de répresseur décrit de CIC. Parmi
les genes réprimés, on retrouve notamment une diminution des marqueurs de la
différenciation et de la maturation du lignage oligodendrocytaire, en accord avec notre
phénotype immature des OPCs inactivés pour Cic. En effet, on retrouve une diminution
de l'expression de Mag, Mbp, Plpl et Enpp6 (Figure 31C). Les analyses
d’enrichissement ont révélé parmi les genes différentiellement exprimeés, trois grands
processus cellulaires dans les OPCS de souris CictkO: un enrichissement de
'angiogenése et de la migration cellulaire, I'activation de voies de signalisation et
notamment de la voie Wnt et enfin une répression des genes du cycle.
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Figure 31 — L’inactivation de Cic induit I’expression de la voie Wnt, la migration cellulaire
et le développement vasculaire. A. Schéma de la procédure expérimentale. B. Carte thermique des
genes différentiellement exprimés dans les OPCs recombinés des souris Cic®®© (n=3 par groupe) C.
Expression de marqueurs de la différenciation oligodendrocytaire en RPKM (Log2FC = 1.5; Unadjusted P-
Value < 0.05. D. Analyses d'enrichissement de signatures dans les OPCs recombinés des souris Cicek©
d’aprés les bases de données Gene Ontology (GO) et KEGG exprimées en —log+o de la p-value associée. Les
nombres de genes enrichis pour chaque signature est indiqué a droite de la figure (rouge=enrichis dans les
OPCs Cicek0; vert=enrichis dans les OPCs Control).
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>

4.1.1 Une diminution de l'expression des génes du cycle cellulaire

Hormis les genes de la maturation oligodendrocytaire, un grand nombre
des genes réprimés dans les OPCs inactivés pour Cic, sont des génes impliqués dans
le cycle cellulaire. Nos analyses d’enrichissement des signatures des bases de
données GO (biological process) et KEGG ont permis de mettre en évidence un
enrichissement négatif de signatures associées notamment aux phases G2/M et en
particulier & la ségrégation des chromosomes (Figure 31D). On retrouve notamment
une diminution de [I'expression des génes Ccnal, Ccna2, Ccnb2 codant
respectivement les Cyclines Al, A2 et B2, des génes cibles décrits de CIC [169]. Cette
répression des genes du cycle est cohérente avec notre absence de prolifération
observée in vivo voire une tendance a la diminution de cette derniére dans les OPCs
des souris Cicck® dans la fimbria a P32. Ces résultats nous confirment I'absence d’une
régulation de la prolifération par CIC dans les OPCs.

4.1.2 Un enrichissement de voies de signalisation associées au cancer

Nos analyses d’enrichissement réveélent également un fort
enrichissement de signatures associées a la prolifération et la migratoire cellulaire
ainsi qu’a la tumorigenése (Figure 31D). On observe notamment dans les OPCs
inactivés pour Cic, un enrichissement des voies Wnt, PI3K-Akt, Hippo et RAS/MAPK.
CIC étant un répresseur des effecteurs de la voie des MAP kinases [160] [205], il était
logiqgue d’observer une dérépression de cette voie associée a son inactivation. A
linverse, le réle de la voie Hippo n'est pas décrit dans les OPCs. Cependant,
I'activation de cette voie connue pour moduler la taille des organes est associée, tout
comme la voie PI3K-Akt, au développement de cancer [206]. De plus, I'expression de
YAP1, un effecteur de la voie surexprimé dans nos OPCs de souris CictkO, est
associée a un mauvais pronostic dans les gliomes de bas grade [207].

Enfin, on observe une surexpression de la voie Wnt particulierement
intéressante au vu de notre phénotype d’altération de la différenciation. En effet, la
voie Wnt est décrite pour réprimer la différenciation des OPCs dans le développement
embryonnaire, postnatal et dans la remyélinisation [125], [126], [208], [209].
L’activation de la voie Wnt réprime I'expression de Olig2 et de Mbp via le complexe [3-
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caténine/TCF7L2, une inhibition bloquée par compétition de liaison des HDAC1 et 2
avec TCF7L2 [209]. Plus encore, la surexpression de TCF7L2, dans un modeéle murin
présentant une suractivation de la voie Wnt (Olig2cre/DA-Cat), promeut I'expression
de marqueurs dOPCs comme PDGFRa dans la moelle épiniére [125]. Le géne Tcf7I2
est surexprimé dans les OPCs inactivés pour Cic, il pourrait ainsi étre un candidat
potentiel du phénotype d’altération de la différenciation décrit in vivo. De plus, ce
dernier est inhibé par interaction avec les HDAC1 et 2, des histones désacétylases
connues pour interagir avec CIC [162]. A l'inverse AXINZ2, un inhibiteur de la voie Wnt,
entraine une diminution du nombre des mOLs et un défaut de myélinisation in vivo et
in vitro [126]. Son expression témoignant de I'activité de la voie Wnt est retrouvée de
maniére plus importante dans les OPCs de souris Cic®k® prouvant de nouveau
I'activation de la voie Wnt dans ces cellules. On retrouve également une surexpression
des genes codant des ligands de la voie : Wnt6, Wnt5a, Wnt4 et Wnt2b. I'expression
de WNT6 dans les glioblastomes est notamment associée a une prolifération, une
migration et une résistance thérapeutique plus importante, constituant un facteur
indépendant de mauvais pronostic [210]. Ainsi, I'inactivation de Cic dans les OPCs
entraine I'activation de voies de signalisation associées au cancer ainsi que de la voie
Whnt, connue pour réprimer la différenciation des OLs pouvant constituer le mécanisme
par lequel CIC régule la différenciation des OPCs.

4.1.3 Un enrichissement de I’angiogeneése et de la migration

Le dernier processus cellulaire altéré dans les OPCs inactivés pour Cic
concerne la migration cellulaire et I'angiogenése. On retrouve dans la base de
données GO, un enrichissement de signatures associées a la migration, la motilité
cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse. Au niveau des genes, on
retrouve une surexpression de Cxcll2, un géne codant une chimiokine décrite en
introduction comme impliqguée dans la migration des OPCs [123]. En effet, les OPCs
migrent le long des vaisseaux sanguins par liaison au ligand CXCL12 exprimé par les
cellules endothéliales grace a leur récepteur CXCR4 ; ce dernier étant surexprimé par
I'activation de la voie Wnt [106], [120], [123]. La suractivation de cette voie dans les
OPCs de souris CicckO permettrait ainsi le maintien du stade OPC et un profil plus
migratoire de ces cellules.

De maniere intrigante, parmi toutes ces voies décrites, les voies les plus
enrichies dans les OPCs inactivés pour Cic concernent le développement vasculaire,
le remodelage matriciel et 'angiogenése. Des génes codant des métalloprotéases
comme Mmpl9, Mmp23, Mmp28 ou encore Adamts7, Adamts12 et Adamtsl4 sont
surexprimés dans les OPCs de souris CickO. Ce potentiel remodelage matriciel
semble aller de pair avec une migration plus importante de ces OPCs. Parmi les génes
impliqués dans le développement vasculaire, on retrouve une surexpression de Thx18,
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Msx1, Foxf2 ou encore Lefl, effecteur bien connu de la voie Wnt, également impliqué
dans la différenciation des cellules endothéliales cérébrales [211].

L’enrichissement de marqueurs vasculaires dans les OPCs inactivés
pour Cic nous conduit a émettre a ce stade plusieurs hypotheses : (i) les péricytes,
cellules murales entourant les cellules endothéliales notamment des capillaires, sont
des cellules exprimant le marqueur PDGFRa et pouvant étre recombinées dans le
modele Pdgfra ::creERT ; Rosa26-SL-YFP décrit par Kang et al., [105] a hauteur de 1,5%
des cellules recombinées chez I'adulte ; la surexpression de genes vasculaires serait
ainsi associée a une conséquence d’une inactivation minoritaire de Cic dans les
péricytes. (ii) 'inactivation de Cic dans les OPCs pourrait entrainer I'acquisition d’un
phénotype vasculaire par I'expression de marqueurs péricytaires et endothéliaux dans
ces cellules, enfin (iii) les OPCs inactivés pour Cic interagiraient de maniére paracrine
avec les vaisseaux pour promouvoir I'angiogenése. En effet, une étude décrit un réle
des OPCs dans le maintien de l'intégrité de la BHE par la sécrétion de TGF-3 modulant
son épaisseur [212]. En condition de Iésion de la matiére blanche, la sécrétion d’IL-1
induit 'expression de MMP9 dans les OPCs conduisant a une angiogenese et une
ouverture de le BHE [213], [214].

Les analyses et expériences décrites par la suite auront pour objectif
d’étayer I'une ou l'autre des deux premiéres hypothéses. Dans un premier temps, nous
avons pu valider I'enrichissement significatif par analyse GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) de trois différentes signatures de populations vasculaires dans les OPCs
inactivés pour Cic (Figure 32A). De plus, conformément a la diminution de I'expression
des marqueurs de la différenciation oligodendrocytaire dans ces cellules, nous
décrivons un enrichissement négatif des signatures COP et NFOL définies dans
l'article de Marques et al., de 2016, correspondant a des OPCs en différenciation et &
des iOLs. Nous constatons également dans ces cellules un enrichissement négatif de
signature OPCs. Cela pourrait signifier soit que les OPCs inactivés pour Cic perdent
leur identité oligodendrocytaire au profit d’'un phénotype vasculaire, soit que la
population de cellules vasculaires est plus importante dans la population
PDGFRa*YFP* triée aprés linactivation de Cic entrainant une contamination
transcriptomique. En effet, les cellules périvasculaires comme les péricytes expriment
le marqueur PDGFRa [122], [148]

4.2.  CIC se lie a de génes vasculaires dans les OPCs

Afin d’identifier les génes a l'origine des altérations de la différenciation
et des voies de signalisation induites par l'inactivation de Cic, mais également
d’explorer les hypothéses d’un rble vasculaire, nous avons souhaité étudier les génes
cibles de CIC dans les OPCs (Figure 32). Pour éviter une potentielle contamination
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de péricytes en utilisant le marqueur PDGFRa, nous avons réalisé a I'aide de nos
collaborateurs les Dr. Marie et Parras, une expérience de ChlP-Seq a P7 sur des
OPCs enrichis aprés un tri magnétique, réalisé grace au marqueur O4*. Pour cette
etude, nous nous sommes focalisés sur les genes liés par CIC associés a une marque
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Figure 32 — CIC se lie a des génes impliqués dans le développement neural et vasculaire dans
les OPCs. A. Enrichissement de signatures oligodendrocytaires et vasculaires dans les OPCs inactivés pour
Cicek0 ; NES=Normalized Enrichement Score ; FDR=Adjusted p-value. B. Schéma de la procédure
expérimentale. C. Intersection des pics obtenus aprés séquengage pour les ChIP effectués avec la marque
répressive H3K27me3 et CIC et nombre de génes correspondants. D. Analyse GO (biological process) des
génes liés par CIC et associés & des marques de répression (2019 génes). E. Pics de liaison de CIC associée
a la marque répressive H3K27me3 pour les génes Lef1, Sox17, Msx1, Foxf2,Tbx18, Atxn1l, Dusp4, Cdk6 et
Pax6.

P N
* g

de répression (H3K27me3) pour décrire plus fidélement les mécanismes moléculaires
de ce répresseur transcriptionnel dans les OPCs. On observe une association de 32%
(Figure 32C) des pics lies par CIC avec la marque répressive H3K27me3
correspondant a un total de 2019 genes.

L’analyse de la base de données GO (biological process) réalisée sur ce
groupe de 2019 genes, révele des réles connus de CIC dans le développement
embryonnaire, la différenciation et la spécification cellulaire (Figure 32D). Comme on
pouvait s’y attendre au vu du phénotype de l'inactivation de Cic sur la différenciation,
nous retrouvons dans les genes liés par CIC dans les OPCs, des voies concernant le
développement du systéme nerveux, la neurogenése et la différenciation neuronale et
oligodendrocytaire (Figure 32D). Nous retrouvons notamment une liaison aux génes
Itpr2, Nkx2-1, Otp, Pax6, Neurogl et Neurog2. Des liaisons de CIC dans les OPCs
sont observées a ses genes cibles connus Dusp4 et Cdk6 ainsi qu’a son partenaire
Atxnll. Nous ne retrouvons pas cependant de liaisons aux genes ETV1, 4 et 5, génes
cibles majeurs de CIC décrits en introduction.

De maniére surprenante, 'analyse d’enrichissement des génes cibles de
CIC dans les OPCs met en évidence des signatures telles que le développement
épithélial, la différenciation des cellules mésenchymateuses ainsi que le
développement des vaisseaux sanguins. En effet, nous retrouvons une liaison de CIC
dans les régions promotrices des génes Lefl, Msx1, Foxf2 et Tbx18 (Figure 32E), que
nous avions précédemment décrits comme surexprimés dans les OPCs inactivés pour
Cic. Ces résultats démontrent la liaison de CIC, associée a la marque répressive
H3K27me3, a des genes associés au développement vasculaire dans les OPCs. Son
inactivation entrainerait la surexpression de ces derniers et I'enrichissement d’'une
signature vasculaire dans les OPCs, confortant la deuxieme hypothése.
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5. L’hypothese d’un phénotype vasculaire induit par
Uinactivation de Cic dans les OPCs

Les analyses transcriptomiques des OPCs de souris CicckO ainsi que
'étude des génes cibles potentiels de CIC suggérent la présence d’'un phénotype
vasculaire, au niveau moléculaire. Afin de valider au niveau histologique I'acquisition
d’'un tel phénotype par les OPCs inactivés pour Cic, jai souhaité savoir s'il était
possible de détecter des cellules oligodendrogliales exprimant des marqueurs
vasculaires dans notre modéle CiccKO,

5.1.  Présence d’un phénotype vasculaire des cellules recombinées dans les
souris Cic*°

Dans un premier temps, j’ai réalisé sur les coupes de notre modéle CicekO
a P8, un marquage par immunofluorescence des cellules endothéliales et des cellules
recombinées du lignage oligodendrocytaire. J'ai quantifié dans les souris Control et
CicckO, le nombre de cellules endothéliales et la surface des vaisseaux sanguins
gu’elles constituent, grace au marqueur GLUT1, dans le cortex et le corps calleux. De
méme, jai cherché a identifier dans les cellules recombinées (GFP*), des cellules
exprimant le marqueur GLUT1 et une morphologie pouvant étre assimilée a celle d’'une
cellule endothéliale. Enfin, nous avons également réalisé un marquage LEF1 afin de
valider la surexpression de cet effecteur de la voie Wnt, impliqué dans le
développement des cellules endothéliales, dans les souris CicekO, Les résultats sont
présentés en Figure 33.

De maniéere surprenante, dans les souris Cic®kO, jobserve la présence
de cellules recombinées positives pour le marqueur GLUT1 (GFP*endo) alors que ces
cellules ne sont pas détectées dans les souris Control (Figure 33B et C). Ces cellules
présentent un marquage GFP plus faible que les cellules recombinées GLUT1-
(GFP*0iigo) mais bien distinct du bruit de fond. De plus, les marquages GFP et GLUT1
de ces cellules GFP*endo Se superposent de maniére importante (Figure 33B),
permettant d’exclure la possibilité de cellules GFP*aigo qui se situeraient au-dessus ou
en dessous de cellules endothéliales. Cela laisse supposer que ces cellules sont
confondues a l'intérieur des vaisseaux sanguins. Ces cellules GFP*endo, lorsqu’elles
sont retrouvées dans un vaisseau, tapissent tout ce dernier. Nous n’avons pas retrouvé
de vaisseaux présentant un marquage GFP discontinu ne recouvrant pas I'entiéreté
du marquage GLUT1. De plus, il semblerait que ces cellules GFP*endo Ssoient
distribuées de maniére homogéne et indépendante du diametre du vaisseau.
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Figure 33 — Détection de cellules recombinées présentant un phénotype vasculaire dans les
souris Cic™ . A. Schéma de la procédure expérimentale. B. Marquage par immunofluorescence des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins (GLUT1+), des cellules recombinées (GFP*) et des cellules endothéliales
recombinées (GLUT1*GFP* ; GFP*en0 : fléches vertes) ainsi que du marqueur LEF1 chez les souris Control
(panel haut) et Cice<© (panel bas) dans le cortex a P8. Acquisition au microscope confocal (20X). Barre d’échelle
: 60um (Zoom : 30um). C. Quantification de la surface de vaisseaux totaux, de la proportion de cellules
GFP*endo, de la surface de vaisseaux recombinés et du pourcentage de cellules GFP*eng0 €xprimant LEF1 dans
le corps calleux et le cortex. (Welch t-test (+SEM)).

Dans le cortex et le corps calleux des souris Control et Cick©, la densité
de surface des vaisseaux totaux est identique, bien qu’'une tendance a 'augmentation
de cette densité dans le corps calleux des souris CictkC est observée. Comme décrit
précédemment, la présence de cellules GFP*endo est observée quasiment
exclusivement dans les souris CickO, Elles représentent 10% des cellules
recombinées dans le corps calleux et cette proportion monte a 20% en moyenne dans
le cortex (Figure 33C). Dans le corps calleux et le cortex, I'expression de LEF1 est
uniquement retrouvée dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Ainsi,
on retrouve en moyenne 50% de cellules GFP*endo exprimant LEF1 dans le corps
calleux des souris Cic®kO et de 22% en moyenne pour le cortex (Figure 33C). Cette
présence exclusive de LEF1 dans les cellules GFP*endo des souris CicekO confirme la
surexpression de cet effecteur de la voie Wnt dans notre analyse RNA-Seq et
indiquerait la présence de cellules vasculaires dans notre analyse transcriptomique.
Dans les souris Control, un échantillon présente un pourcentage de 14% de cellules
GFP*endo LEF1* dans le cortex et de 4% dans le corps calleux. Cela est d0 a un artéfact
de pourcentage non représentatif causé par une unigue cellule GFP*endo LEF1* ayant
éte retrouvée dans ces structures.

Ces résultats nous confirment in vivo I'expression, associée a
l'inactivation de Cic, de marqueurs vasculaires ainsi que la présence d’'un phénotype
endothélial pour 10 a 20% des cellules recombinées. Cependant, ces observations
seules ne nous permettent pas d’affirmer que ces cellules GFP*endo SONt issues (i) de
la prolifération de cellules vasculaires ayant été recombinées, ou bien (ii) dOPCs
recombinés ayant acquis un phénotype vasculaire. Pour apporter d’autres éléments
de réponses a cette question vasculaire, nous avons réalisé un Single-cell RNA-Seq
afin d’attribuer I'expression des marqueurs vasculaires associée a I'inactivation de Cic,
a une population spécifique.
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5.2.  Identification des populations d’origine du phénotype vasculaire

Cette analyse Single-cell RNA-Seq a été réalisée en collaboration avec
Scipio, une entreprise qui développe une méthode alternative a la micro-fluidique pour
la séparation a I'échelle de la cellule unique des échantillons (matériel et méthodes).
Nous avons réalisé cette étude sur des cellules O4* triees par MACS a P8 aprés
induction au tamoxiféne a P5 chez une souris Control et une souris CickO, Aprés
séquencage et obtention de la matrice des transcrits, les données ont été prétraitées
comme décrit dans la partie matériel et méthodes. Nous avons pu obtenir un total de
3096 cellules pour I'échantillon Control et de 4194 cellules pour I'échantillon CicekO, Le
clustering, présenté en Figure 34, a été réalisé a I'aide du package Seuratv3 sur R et
validé par des données proches de notre systéme expérimental, issues des articles de
Marques et al., de 2016 et 2018. Ces résultats constituent mes derniers travaux de
thése et sont préliminaires, nous resterons prudents sur linterprétation de ces
données.

Tout d’abord, nous constatons que la vaste majorité des cellules aprés
un tri O4* correspondent a des OPCs (clusters qOPC(G1), pOPC(S), pOPC(G2/M))
pour prés de 82,1%. Les clusters OPCs se distinguent par leur expression importante
des genes Pdgfra et Cspg4 (Figure 34C). Ces clusters se différencient entre eux
notamment par I'expression de marqueurs du cycle cellulaire. On retrouve 34%
d’OPCs prolifératifs différant par leur phase du cycle cellulaire (clusters pOPC(S) ;
20,1% et pOPC (G2M) ; 13,9%). Le cluster pOPC(S) exprime des marqueurs de la
phase S de réplication comme les génes Ligl, Mcm2 a 6, Pcna, Brca2 et Ccnd2. Le
cluster pOPC (G2M) exprime des marqueurs des phases G2 et de la mitose comme
Cenpf, Cenpe, Top2a, Ccnbl et Ccna2. Enfin, le cluster d’OPC le plus important (76%
des OPCs), constitue un cluster d’'OPCs non prolifératifs exprimant des marqueurs
associés au trafic vésiculaire (Rph3a, Epn2), au métabolisme (C1qgll, Xyltl) et a la
migration (Pcdh15, DpyslI3). Il est également le cluster qui exprime le plus fortement
les marqueurs OPCs (Pdgfra, Cspg4, Oligl). Nous constatons sur la projection UMAP
gue les clusters OPCs forment un continuum circulaire témoignant de la possibilité
pour les OPCs de passer d’'un cluster a l'autre et donc de sortir ou d’entrer dans le
cycle cellulaire.

A l'opposé des clusters d’OPCs prolifératifs, on retrouve un cluster de
COPs constituant 4,4% des cellules, en continuité du cluster dOPC quiescent. Ce
cluster dOPC engagé dans la différenciation exprime les génes Gprl7, Bcasl, Tns3
et Enpp6, des marqueurs de la différenciation oligodendrocytaire. Nous retrouvons
également 7,7% d’OLs immatures regroupés dans les clusters NFOL1 et NFOL2
commencgant a exprimer a des niveaux importants les genes Cnp et Mbp. Enfin, nous
identifions également un cluster MFOL correspondant a un cluster d’'OLs myélinisants
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Figure 34 - L’inactivation de Cic induit 1’expression de ces genes cibles dans les
oligodendrocytes immatures et I’induction de marqueurs vasculaires dans les péricytes. A.
Schéma de la procédure expérimentale. B. Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) des cellules
aprés MACS 04+ a P7. C. Expression des marqueurs du lignage oligodendrocytaire dans les différents clusters.
D. Expression par moyenne de transcrits des génes cibles de CIC, de génes oligodendrocytaires et vasculaires
dans les clusters qOPC(G1), COP, NFOL1, NFOL2 et VLMC dans les cellules O4* Control (ctrl) et Cicek© (mut).
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(0.5% des cellules) exprimant des géenes codant des protéines constituantes de la
myéline comme Mbp, Mag, Plpl et Mog. Sur la projection UMAP (Figure 34B), nous
pouvons remarquer que les différents clusters oligodendrocytaires sont continus,
révelant une progression développementale et un continuum transcriptomique.

Au-dela des clusters oligodendrocytaires,

nous retrouvons divers

clusters minoritaires non spécifiques : un cluster d’astrocytes et de progéniteurs gliaux
(cluster Astro/iGC ; 4%) exprimant Gjal, Agp4 et Gfap ; un cluster contenant des
macrophages et des cellules microgliales (Macrophages/microglie ; 0.4%) exprimant
Csflr, Cx3crl et Tmem119 ; un cluster contenant des progéniteurs neuraux (NPC ;
0.3%) exprimant DIx1, Tubb3 et Sox11 et enfin, un cluster de cellules vasculaires
(VLMC ; 0,2%) exprimant Tbx18, Msx1, Vtn, Lefl et Kdr.
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Afin d’identifier la population cellulaire responsable de I'expression des
marqueurs vasculaires apres inactivation de Cic, nous avons réalisé une analyse
différentielle d’expression dans les différents clusters des cellules Control et CiccKo.
Les clusters pour lesquels I'inactivation de Cic a entrainé un différentiel d’expression
sont les clusters COP, NFOL1, NFOL2 et VLMC. Ce résultat n’est pas étonnant au vu
des phénotypes décrits in vivo dimmaturit¢ du lignage oligodendrocytaire et
'expression de marqueurs vasculaires. On ne retrouve que trés peu de genes
différentiellement exprimés dans les clusters OPCs et les clusters minoritaires. Parmi
les genes différentiellement exprimés dans les clusters COP, NFOL1, NFOL2 et
VLMC, on retrouve une surexpression significative des génes cibles de CIC dans les
cellules CickO : les génes Etvl, Etv4, Etvs, Spredl, Shc3 et Spry4 (Figure 34D). Ce
premier résultat nous permet de confirmer que la protéine CIC est inactive dans les
cellules Cick© de ces clusters. Nous n’observons cependant pas d’induction
d’effecteurs de la voie Wnt dans ces clusters, dans les cellules Cick®. Au niveau des
genes oligodendrocytaires, nous ne retrouvons pas de diminution des marqueurs de
différenciation du RNA-Seq, a savoir, Mag, Enpp6, Mbp et Plpl. Néanmoins, nous
notons une diminution de I'expression du marqueur de différenciation Cnp et une
augmentation de I'expression de Pdgfa et de Ascll dans les clusters COP, NFOL1 et
NFOL2 (Figure 34D), ce qui est cohérent avec une maintenance du stade OPC induit
par l'inactivation de Cic. Ces résultats préliminaires semblent confirmer le phénotype
d’altération de la différenciation des OPCs inactivés pour Cic in vivo et in vitro.

De plus, I'expression des marqueurs vasculaires dans les souris CicckO
décrits dans le RNA-Seq serait potentiellement due a une population vasculaire
appartenant au cluster VLMC (Figure 34D). En effet, la surexpression de Msx1 et Lefl
dans les cellules Cic®%0 est associée au cluster VLMC, ce qui conforte les observations
réalisées in vivo de surexpression de LEF1 dans les cellules GFP*endo. Cependant, les
genes Foxf2 et Tbx18 ne sont pas surexprimés dans cette analyse Single-cell RNA-
Seq, on retrouve méme une diminution de I'expression de Tbx18 dans les cellules
CicckO, Ces résultats préliminaires semblent nous indiquer que I'expression du
programme transcriptionnel associé a la vascularisation dans notre RNA-Seq est
probablement le fruit d’'une contamination par des cellules vasculaires. Toutefois, nous
retrouvons une surexpression de genes impliqués dans I'angiogenése, les génes

Vegfa et Ets1, dans les cellules Cic®kO des clusters qOPCs(G1), COP, NFOL1 et 2.

Notre analyse Single-cell RNA-Seq nous permet donc d’identifier trois
populations cellulaires exprimant des genes associés a la vascularisation suite a
l'inactivation de Cic : les OPCs engagés dans la différenciation, les iOLs ainsi que les
VLMC. Ce résultat pourrait renforcer '’hypothése d’un phénotype vasculaire induit par
l'inactivation de Cic dans les OPCs (ii), mais le fait que les VLMC aussi expriment ces
marqueurs vasculaires favorise plutot la troisieme hypothése d’OPCs gardant leur
identité oligodendrocytaire mais induisant un programme pro-angiogenique (iii).
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6. Vers une compréhension du deéveloppement des
oligodendrogliomes : une analyse de 'impact des mutations CIC

Pour apporter une conclusion a ces travaux et déterminer la pertinence
chez 'Homme des phénotypes observés chez la souris suite a l'inactivation de Cic,
nous avons réalisé une analyse des ODGs de différentes cohortes : pour tenter de (i)
valider I'enrichissement des signatures décrites dans nos analyses transcriptomiques
dans les ODGs mutés pour CIC et de déterminer (ii) 'impact du pronostic de ces
phénotypes associés aux mutations du géne CIC sur la survie des patients atteints
d’ODGs.

6.1.  Enrichissement d’une signature vasculaire, d’OPC et de la voie Wnt
dans les oligodendrogliomes mutés pour CIC

Afin de mettre en évidence l'enrichissement de signatures OPCs,
vasculaires et de la voie Wnt dans les ODGs mutés pour CIC, nous avons réalisé avec
d’'lsaias Hernandez, doctorant en bio-informatique de [I'équipe, une analyse
d’enrichissement de signatures dans les ODGs du TCGA. Pour ce faire, nous avons
divisé les ODGs du TCGA en trois groupes : (i) un groupe d’oligodendrogliomes ne
présentant pas de mutations du gene CIC (wild-type), (ii) un groupe d’ODGs
présentant les mutations les plus fréquentes impactant les domaines HMG et C1 du
gene CIC (hotspot) et enfin (iii) un groupe d’ODGs présentant les autres mutations du
gene CIC.

Comme on peut le constater sur les diagrammes en boites de la Figure
35, les différentes mutations de CIC sont associées a un enrichissement particulier
des signatures étudiées : les mutations hotspot présentent systématiquement les
enrichissements les plus significatifs, tandis que le groupe des mutations non-hotspot
constitue un niveau intermédiaire avec le groupe wild-type. Comme chez la souris, les
mutations du géne CIC sont corrélées a un enrichissement des signatures d’'OPCs, de
cellules endothéliales et de péricytes (cellules murales) (Figure 35A). Parmi les génes
enrichis dans les groupes d’'ODGs mutés pour CIC, nous observons pour la signature
OPC_Nowakowski2017, la surexpression des génes PDGFRA, OLIG1, CSPG4,
OLIG2 et une diminution de l'expression du gene BCASL. Pour les signatures
endothéliales et murales, nous confirmons la surexpression de LEF1, et décrivons
celle de DUSP6 et SPRY4, genes cibles connus de CIC, dans les groupes d’ODGs
mutés pour CIC. Ces données confirment I'association de l'inactivation de CIC a un
programme vasculaire et un enrichissement en OPC dans les ODGs mutés pour CIC,
cohérents avec les données in vivo et transcriptomiques de notre modele Cicko,
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Figure 35 — Les altérations associées par I’inactivation de Cic chez la souris sont retrouvées
dans les oligodendrogliomes mutés pour CIC. A-C. Diagrammes en boite présentant I'expression de
score GSVA de signatures OPCs, endothéliales et péricytaires (murales) issues de Nowakowski et al., 2017
(A), de signatures OPC, NPC et du cycle cellulaire, issues de Neftel et al., 2019 et Liau et al., 2017 (B) et de
signatures des voies Hippo, Notch et Wnt issues des bases de données KEGG et EnrichR (C) dans les groupes
wild-type (n=61), non-hotspot (n=88) et hotspot (n=20).
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De plus, nous observons également, dans les ODGs mutés pour CIC,

'enrichissement des voies de signalisation Wnt et Hippo, reflétant les altérations
transcriptomiques décrites dans le modeéle CicckO (Figure 35B). Dans les ODGs
mutants, nous retrouvons, pour la voie Wnt, la surexpression des genes TCF7L2,
WNT5B, AXIN1 ou encore WNT6 et la surexpression des genes TEAD2 a TEAD4 pour
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Résultats

la voie Hippo. TCF7L2 étant un important inhibiteur de la différenciation
oligodendrocytaire, il pourrait expliquer I'enrichissement des signatures OPCs observé
dans les ODGs mutants. Au-dela des voies que nous avions déja pu décrire dans notre
modéle, nous observons également I'enrichissement d’'une signature de la voie Notch
et notamment des géenes codant ses effecteurs : HES1, HES5 et HEY1 ; ainsi que ses
ligands : DLL1, DLL3 et DLL4 (Figure 35B). Ces analyses d’enrichissement de
signatures dans les ODGs humains nous ont permis de révéler la pertinence des
phénotypes observés dans notre modele murin. Dans les ODGs, comme chez la
souris, les mutations inactivatrices de CIC sont associées a I'activation des voies Wnt,
Hippo ainsi que Notch, cette derniere étant seulement retrouvée dans les ODGs
humains mutés pour CIC. De plus, I'inactivation de CIC est également corrélée a une
expression plus importante d’un profil OPC des oligodendrogliomes qui se refléte par
une augmentation transitoire d’OPCs exprimant des genes associés a la migration et
au développement vasculaire chez la souris. Ces mécanismes n’induisent pas le
développement de lésions tumorales dans notre modele CicckC, Toutefois, ces
mécanismes pourraient permettre, dans le contexte tumoral des oligodendrogliomes,
une progression tumorale par les voies de I'angiogenése et I'accumulation d’'OPCs,
cellules d’origine de ces tumeurs. Afin d’étudier I'impact de ces mécanismes associés
a l'inactivation de CIC dans les ODGs, nous avons réalisé une étude de I'impact des
mutations du géne CIC dans la survie des patients atteints d’oligodendrogliomes.

6.2.  Les mutations du gene CIC ne sont pas un facteur indépendant
associé ad la survie des patients

Les données de la littérature quant a 'impact des mutations du géne CIC
dans la survie des patients atteints d’oligodendrogliomes sont controversées. L’article
princeps de mon projet de these de Gleize et al., [13], publié par I'équipe, décrit dans
une analyse multivariée (dge, mutation du géne CIC et grade de la tumeur) les
mutations du gene CIC comme un facteur pronostic indépendant associé a une survie
globale défavorable (p-value<0.016) dans la cohorte nationale POLA et Onconeurotek
(tumorothéque de la Pitié Salpétriere). lls décrivent également dans une analyse
univariée des oligodendrogliomes du TCGA, les mutations de CIC comme facteur
pronostic défavorable, mais le résultat est tout juste significatif (p-value<0.048). Une
autre étude de Zhang et al., [201] a mis en évidence une association des mutations du
gene CIC avec une meilleure survie globale en analyse multivariée sur la cohorte du
TCGA (p-value<0.0362).

Afin d’apporter une réponse a I'impact pronostic des mutations du géne
CIC, nous avons réalisé une analyse multivariée (intégrant les mutations des génes
IDH1/2, la co-délétion 1p/19q et 'dge des patients) de I'association des mutations du
gene et de I'expression de CIC a la survie globale des patients atteints d’ODGs des
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cohortes du TCGA, du réseau POLA et de la tumorotheque du Memorial Sloan
Kettering Cancer Center (Glioma MSKCC) (Table 6).

* +

Cohorte Impact pronostic des mutations CIC Impact pronostic de I'expression de CIC
LGG-IDHmut-Codel (TCGA) ; n=169 (108 tumeurs : L , N , L o

mutées pour CIC vs 61 tumeurs wiktype) Pas d’association a la survie (p-value=0,81) Pas d'association a la survie (p=0,18 ; Log-rank Test)
LGG-IDH1/2mut-Codel (POLA) ; n=303 (172 tumeurs e T e e /

mutées pour CIC vs 131 tumeurs wild-type)

LGG-IDH1/2mut-Codef (Glioma MSKCC) ; n=121 (87  Pronostic défavorable pour la survie globale
tumeurs mutées pour CIC vs 34 tumeurs wild-type) (p-value=0,0412)

Table 6 — Les mutations du gene CIC ne sont que faiblement associées a la survie globale.
Analyse statistique multivariée (mutations IDH1/2, co-délétion 1p/19q, &ge) par test Log-rank de limpact
pronostic indépendant des mutations du géne CIC ou de I'expression de la protéine CIC sur la survie globale
dans les cohortes du TCGA, du réseau POLA, et du MSKCC.

* *

Comme on peut I'observer sur la Table 6, dans deux des trois cohortes,
nous observons que ni les mutations ni 'expression de CIC ne constituent un facteur
pronostic indépendant pour la survie globale des patients atteints d’ODGs. Seule la
cohorte du MSKCC montre une association pronostique défavorable des mutations du
gene CIC (p-value=0.0412). Cependant, cette cohorte est celle qui contient le moins
de patients. La cohorte la plus puissante statistiquement est celle du réseau POLA qui
présente des groupes équilibrés et décrit une absence d’association des mutations du
gene CIC a la survie globale. Une conclusion prudente de cette analyse serait que les
mutations du géne CIC ne sont pas associées a la survie globale chez les patients
atteints d’ODGs. Autrement dit, les altérations transcriptomiques et histologiques
induites par linactivation de CIC dans les oligodendrogliomes mutés pour CIC
distinguent ce sous-groupe de tumeurs, mais n’auraient pas d’incidence sur le
développement de ces tumeurs et donc d’'impact sur la survie globale des patients.
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Discussion & perspectives

L’objectif principal de ces travaux de thése a été de caractériser
spécifiguement les fonctions méconnues du facteur de transcription CIC dans un type
cellulaire constituant une des origines cellulaires des oligodendrogliomes : les
progéniteurs d’oligodendrocytes. Nous avons pu présenter dans la premiéere partie des
résultats le profil d’expression de CIC dans le lignage oligodendrocytaire : une
expression faible dans les OPCs qui augmente au cours de la maturation du lignage
oligodendrocytaire. Ceci nous a conduits a émettre '’hypothese d’un réle de CIC dans
la différenciation et la maturation du lignage que nous avons voulu mettre en évidence
par la caractérisation du modéle CicekO permettant 'inactivation spécifique du géne
Cic dans les OPCs. Apres une validation du modeéle, nous avons mis en évidence a
différents stades et dans plusieurs structures, un délai de différenciation dans les
OPCs inactivés pour Cic ainsi qu’'un défaut de maturation des OLs résultants.
L’analyse transcriptomique que nous avons conduite pour révéler les mécanismes
expliqguant ce phénotype, nous ont permis de mettre en évidence une surexpression
de la voie Wnt, de genes associés a la migration ainsi que des génes associés au
développement vasculaire. Pour comprendre le lien entre ces altérations et une
potentielle régulation par CIC, nous avons entrepris d’identifier les génes cibles de CIC
dans les OPCs. Nous avons réveélé, en plus de certains genes cibles connus, des
genes associés au développement oligodendrocytaire mais également des génes
vasculaires. Ces résultats nous ont ramené a I'étude des coupes histologiques a la
recherche d’'un phénotype vasculaire des cellules inactivées pour Cic. Le marquage
des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins a révelé la présence de cellules
recombinées au phénotype endothélial dans les souris CicckC, Dés lors, nous pouvions
émettre I'hnypothese de (i) 'acquisition d’un phénotype endothélial par des OPCs aprés
inactivation de Cic, (ii) de la recombinaison minoritaire d’'une population vasculaire ou
bien (iii) de linduction d’'un programme pro-angiogéniqgue des OPCs induit par
l'inactivation de Cic. Nous avons conduit une analyse Single-cell RNA-Seq pour
identifier la population a I'origine de I'expression de ces marqueurs vasculaires. Cette
analyse nous a révélé que plusieurs populations expriment ces genes associés a la
vascularisation : une population vasculaire (VLMC) mais également des populations
d’'OPCs engagés dans la différenciation ainsi qu'une population d'iOLs. Enfin, nous
avons cherché a resituer ces phénotypes observés chez la souris dans le contexte des
ODGs de patients. Nous avons ainsi conduit une analyse d’enrichissement des
signatures découvertes dans notre modele Cic©, dans les ODGs. Nous avons pu
mettre en évidence I'enrichissement de ces signatures dans les tumeurs mutées pour
CIC. Pour comprendre I'impact de tels enrichissements dans le développement des
tumeurs, nous avons réalisé une étude d’association des altérations du géene CIC avec
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la survie globale des patients. Les analyses ont révélé que les mutations du gene CIC
n‘'ont que peu d’impact sur la survie des patients, bien qu’elles induisent un profil
transcriptomique unique dans les oligodendrogliomes mutés.

Au cours de cette discussion, nous confronterons les résultats produits
lors de ces quatre ans de thése aux données de la littérature afin d’en détailler les
forces et limites. Nous nous appliquerons a détailler I'apport de ces travaux de
recherche en les resituant notamment sur la question du développement des
oligodendrogliomes. Nous détaillerons également les interprétations des résultats
présentés ainsi que les interprétations alternatives potentielles et les perspectives a
conduire pour la suite de ces travaux.
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1. CIC regule la differenciation et la maturation des
oligodendrocytes

Notre analyse de I'expression de CIC dans le lignage oligodendrocytaire
montre une augmentation au cours de la différenciation et de la maturation du lignage.
L’étude de Ahmad et al., [179], publiée pendant ma thése, présente également par
immunofluorescence, une expression de CIC plus importante dans les OLs (CNPase*)
gue dans les OPCs (PDGFRa*). Dans notre analyse, 'expression de CIC dans les OLs
est maximale autour de P14 et diminue aprés P32, montrant une dynamique corrélée
a la période de différenciation active des OLs [92], [93]. Ce profil d’expression nous a
conduits a émettre I'hypothése d’un réle de CIC dans la différenciation et la maturation
du lignage. Ainsi, nous avons décidé d’induire l'inactivation de Cic a P5, en amont de
cette période de développement active pour en étudier les conséquences dans les
stades ultérieurs.

1.1.  Un délai de differenciation induit par 'inactivation de Cic

Notre étude in vivo montre qu’a P8, la majorité des cellules recombinées
dans les structures étudiées sont encore des OPCs (~92% de cellules PDGFRa*GFP*)
dans notre modele Cic®®C, Nous n’avons décrit aucune différence de proportion des
populations du lignage oligodendrocytaire a ce stade encore peu différencié. Ces
données sont cohérentes avec la faible expression de CIC dans ces cellules.

Le stade suivant P14 constitue un stade intermédiaire auquel on retrouve
dans le corps calleux une différenciation importante avec des proportions d’OPCs et
d’OLs constituant respectivement ~35% et ~60% des cellules recombinées. Nous
avons décrit dans cette structure a ce stade, une augmentation de 20% de la
proportion d’OPCs des souris Cic®<O, corrélée a une diminution de la proportion d’OLs
du méme ordre. Ce phénotype d’altération de la différenciation n’est pas observé dans
les OPCs du cortex et de la fimbria probablement parce que ces cellules n'ont pas
encore entamé leur différenciation a ce stade comme le montre leur représentation
parmi les cellules recombinées (respectivement ~80 et 65% de cellules
PDGFRa*GFP*). Toutefois, nous avons décrit dans le cortex une augmentation de la
proportion d’OPCs chez les souris Cic®kC sans pouvoir la corréler a une diminution de
la proportion d’OLs au méme stade. De plus, 'augmentation de cette proportion
d’OPCs n’est pas due a une augmentation de la prolifération. Nos résultats démontrent
que les proportions dOPCs et d’'OLs représentent la quasi-totalité des cellules
recombinées. Cela signifie que cette augmentation d’OPC corticaux chez les souris
CiccKO doit pouvoir étre corrélée a une diminution de la proportion d’'OLs. Cependant,
le fait que les marquages OPCs et OLs n’aient pas été réalisés sur les mémes coupes
ne permet pas d’obtenir des pourcentages se recoupant parfaitement. Ainsi parce que
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cette augmentation de la proportion d’OPCs des souris Cic®kC dans le cortex est faible
par rapport a celle observée dans le corps calleux (10% vs 17%), elle n'est pas
forcément retrouvée dans le marquage oligodendrocytaire.

Enfin, le dernier stade P32 constitue un stade plus mature dans lequel la
plupart des OPCs des structures de la matiére blanche se sont différenciés. Dans le
corps calleux, 'augmentation de la proportion dOPCs a P14 dans les souris Cic®k© ne
constitue a ce stade plus qu’une tendance. Cela démontre le caractére transitoire de
ce phénotype d’altération de la différenciation des OPCs. La fimbria présente a présent
une augmentation significative de la proportion d’OPCs chez les souris Cic¢KC. En effet,
c’est a ce stade que la plupart des OPCs de la fimbria se sont différenciés (~20% de
cellules PDGFRa*GFP™), permettant d’observer un potentiel effet de l'inactivation de
Cic sur la différenciation de ces cellules. Cependant, le fait que I'on ne retrouve pas
de diminution de la proportion d’OLs associée a ce stade, peut étre encore une fois,
da a la faiblesse de 'augmentation (13%). L’absence de stades d’études postérieurs
ne nous permet pas d’affirmer si cette augmentation persiste avec le temps. |l est
probable qu’elle se dilue avec le temps comme cela est observé pour le corps calleux.
Nos données de notre modeéle de culture cellules O4*, bien que préliminaires, montrent
également un défaut transitoire de la différenciation des OPCs.

Ces données sur un phénotype d’altération de la différenciation induit par
l'inactivation de Cic ont pu étre confirmées au laboratoire dans un autre modele
d’inactivation conditionnel de Cic dans les cellules OLIG2* (modéle présenté en
annexe 2). Nous observons dans ce modele une augmentation de la proportion d’OPC
a P14 dans les corps calleux, la capsule externe et la commissure antérieure.

Quant aux données de la littérature, deux articles récents présentent des
résultats similaires aux nétres dans des modéles d’études différents. Le premier article
de Yang et al., montre in vitro que les lignées de NSCs inactivées pour Cic sont
capables de proliférer indépendamment de présence EGF et présentent des défauts
de différenciation les arrétant au stade OPC [171]. Le deuxieme article de Ahmad et
al., illustre in vitro un biais vers le lignage oligodendrocytaire de NSCs inactivées pour
Cic induites a différencier [179]. En effet, seul ~20% de NSCs inactivées pour Cic se
différencient en neurones TUJ1* contre ~70% pour les NSCs contréles. A l'inverse,
lorsque ces NSCs sont induites a se différencier en oligodendrocytes, on retrouve
~75% de NSCs inactivées pour Cic différenciés en OPC PDGFRa* contre 40% pour
les NSCs controles [179]. Toutefois, ces OPCs inactivés pour Cic sont également
arrétés a ce stade comme le montre la quantité quasiment nulle de mOLs (MBP*)
inactivés pour Cic par rapport aux mOLs contréles (~10%). Ces données confirment
le défaut de différenciation des OPCs induit par linactivation de Cic, confirmant
importance de ce répresseur transcriptionnel dans le développement du lignage
oligodendrocytaire.
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Au-dela du phénotype de différenciation, nous avons également constaté
un défaut de maturation des OLs inactivés pour Cic. Nos résultats, confirmés par les
deux combinaisons de marqueurs (OLIG1M9"CC1* et OPALIN*CC1*), montrent une
augmentation de la proportion des iOLs dans les souris Cic®®© suggérant une altération
de la maturation des OLs dans le cortex et la fimbria. In vitro, nous observons une
légére diminution des proportions de mOLs recombinés confortant les résultats
obtenus in vivo. Ce défaut de maturation a également été observé par Ahmad et al.,
présentant une diminution de la densité du marquage MBP dans les souris Foxgl-cre ;
Cinlox/ﬂox [179]_

1.2.  La voie Whnt, potentiel candidat de la régulation par CIC de la
différenciation

Au niveau moléculaire, les données de notre RNA-Seq nous indiquent
une diminution de I'expression des marqueurs oligodendrocytaires Mag, Enpp6, Mbp
et Plpl dans les OPCs de souris CickC. Ces altérations d’expression de génes
oligodendrocytaires sont également décrite par Yang et al. : dans leur modéle de
culture de NSCs inactivées pour Cic, ils observent une diminution de I'expression des
genes Enpp6, Plpl, Mag et Myrf [171], confirmant nos données. Nous avons
également décrit dans les OPCs de souris Cic®XO, un enrichissement de transcrits de
la voie Wnt et notamment de TCF7L2, effecteur de la voie connu pour inhiber la
différenciation oligodendrocytaire [125], [209]. Les données de ChIP-Seq nous
révelent une liaison de CIC dans les OPCs, associée a la marque répressive
H3K27me3, aux promoteurs des genes Itpr2, Nkx2-1 et Pax6 impliqués dans la
différenciation ainsi qu'au promoteur de Lefl, effecteur de la voie Wnt. Enfin, nous
observons dans notre Single-cell RNA-Seq, une augmentation de I'expression du géne
Pdgfa et une diminution de I'expression du géne Cnp des clusters COP, NFOL1 et 2
des cellules Cic0, L’ensemble de ces résultats suggere que CIC pourrait réguler la
différenciation des oligodendrocytes en réprimant 'expression de 'effecteur de la voie
Wnt, TCF7L2. Cette répression aurait pour conséquence la levée de la répression des
genes oligodendrocytaires favorisant ainsi la différenciation et la maturation des
cellules. Toutefois, cette répression de TCF7L2 par CIC serait indirecte, car aucune
liaison de CIC a ce géne n’a été observée dans notre ChlP-Seq.

En perspective, il serait intéressant d’explorer le lien entre CIC et la voie
Wnt de maniére fonctionnelle. Pour confirmer que l'activation de la voie Wnt est bien
a l'origine du délai de différenciation observé dans les OPCs inactivés pour Cic, nous
pourrions utiliser in vitro des inhibiteurs pharmacologiques de cette voie dans des
cultures O4* de souris CickC et mesurer la différenciation des cellules par rapport a
des cultures O4* de souris CictkC non traitées et des cultures O4* de souris Control.
Des expériences de sauvetage phénotypique peuvent aussi étre envisagees
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notamment par infection des OPCs de cultures CicckO par des virus codant des sShRNA
dirigés contre TCF7L2 et LEF1, afin de valider ces effecteurs comme responsables du
phénotype d’altération de la différenciation.

1.3.  CIC ne régule pas la proliferation dans les OPCs

D’autre part, nous n’observons pas d’augmentation de la prolifération
induite par l'inactivation de Cic comme décrite dans les deux études précédentes.
Yang et al., décrivent dans leur modéle murin d’inactivation constitutive de Cic, un
doublement du nombre de progéniteurs neuraux OLIG2* dans les noyaux septaux
latéraux, associé a une augmentation de la densité de cellules du ventricule latéral
[171]. Ahmad et al., démontrent une augmentation de la prolifération et de I'auto-
renouvellement des NSCs in vitro et in vivo en absence de CIC [179]. Dans ces deux
études, les auteurs décrivent un phénotype prolifératif dans des progéniteurs neuraux.
Ces différences observées peuvent étre le reflet de roles de CIC dépendants du
contexte cellulaire. En effet, Ahmad et al.,, n'observent pas d’augmentation de la
proportion d’OPCs prolifératifs (OLIG2*EdU*/OLIG2") inactivés pour Cic par rapport
aux OPCs contréles, des données cohérentes avec nos resultats [179]. Ainsi, CIC ne
régulerait pas la prolifération cellulaire des OPCs. Nous avons pu constater que
'expression de CIC augmentait légerement dans le temps dans les OPCs. La capacité
proliférative des OPCs diminuant avec le temps [69], [102], [103], 'augmentation dans
ces cellules de I'expression d’un répresseur de la prolifération comme CIC a du sens.
L’expression de CIC pourrait ainsi étre corrélée a I'entrée en quiescence des OPCs.

Ces données nous suggeérent que I'état plus différencié des OPCs par
rapport aux progéniteurs neuraux, ne constitue pas un contexte suffisamment
permissif pour que linactivation seule de Cic induise une augmentation de la
prolifération. En effet, dans des cellules différenciées, l'inactivation de Cic ne conduit
pas forcément a la prolifération cellulaire. Le groupe d’Huda Zoghbi a notamment pu
démontrer que la perte de CIC dans les cellules de Purkinje n’entraine pas de
phénotype particulier [187]. Par ailleurs, le groupe de Gerardo Jimenez montre
également, in vitro, une absence d’augmentation de la prolifération dans des
fibroblastes embryonnaires inactives pour Cic en comparaison aux fibroblastes
contréles [178]. Ainsi, CIC régulerait dans les OPCs des processus de différenciation
et de maturation plutét qu’une répression de la prolifération.

Dans lintroduction, nous avons pu décrire I'hétérogénéité des OPCs et
des OLs notamment en termes de prolifération et de capacité a se différencier et
maturer. C’est pourquoi nous avions entrepris d’étudier différentes structures de la
matiére blanche et de la matiére grise afin de mettre en évidence une hétérogénéité
dans ces processus de l'inactivation de Cic. Cependant, nous observons les mémes
tendances concernant les phénotypes d’altérations de différenciation et de maturation
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des OLs dans les structures étudiées. Toutefois, les phénotypes d’altérations de
différenciation des OLs présentent des cinétiques différentes entre les structures. Pour
les structures de la matiere blanche, on observe une augmentation de la proportion
d’OPCs au moment ou les OPCs de la structure se différencient massivement, soit a
P14 pour le corps calleux et P32 pour la fimbria. Pour le cortex, on observe ce
phénotype alors méme que la plupart des OPCs ne sont pas différenciés, démontrant
des dynamiques différentes entre les structures de la matiére blanche et de la matiere
grise. On observe également une hétérogénéité temporelle de I'inactivation de Cic.
Lorsque Cic est inactivé dans les OPCs adultes, on n'observe aucun phénotype. CIC
régulant dans les OPCs le processus hétérogéne de différenciation, il est logique que
sa fonction dépendante de I'hétérogénéité des structures et des stades d’études.
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2. L’inactivation de CIC induit [Dexpression de
marqueurs vasculaires

2.1.  Rationnel des hypotheses d’un phénotype vasculaire

L’analyse transcriptomique a P8 par RNA-Seq d’OPCs recombinés chez
les souris CicckO, a permis la mise en évidence de marqueurs vasculaires. Toutefois,
cette expression de marqueurs vasculaires ne pouvait pas étre attribuée avec certitude
aux OPCs de souris CicckO car le tri cellulaire a I'origine de I'étude a été réalisé sur des
cellules PDGFRa*YFP*, le marqueur PDGFRa étant également exprimé par les
péricytes, bien que dans une moindre mesure (1,5% d’aprés Kang et al., [105]). Nous
avons alors a ce stade de I'étude émis trois hypothéses : (i) I'enrichissement de
marqueurs vasculaires est du fait d’'une inactivation minoritaire de Cic dans les cellules
périvasculaires, (ii) les OPCs inactivés pour Cic acquiérent un phénotype vasculaire
ou bien (iii) les OPCs inactivés pour Cic préservent leur identité, mais promeuvent un
programme pro-angiogénique au niveau des cellules vasculaires. Nous avons alors

entrepris différentes analyses afin de confirmer ou d’infirmer ces hypothéses.

2.2.  Preuves d’une induction de marqueurs vasculaires dans les OPCs et
les cellules vasculaires

Pour éviter une contamination par les péricytes dans les analyses
ultérieures, nous avons utilisé le marquage O4* permettant I'enrichissement en OPCs
et en oligodendrocytes. Dans I'analyse ChlP-Seq, nous n’avons pu mettre en évidence
une liaison de CIC qu’a deux de ces genes cibles : Dusp4 et Cdk6. De maniére
surprenante, nous mettons en évidence la liaison de CIC & des geénes associés au
développement vasculaire tels que Lefl, Sox17, Msx1, Foxf2 ou encore Thx18, dans
les cellules O4* a P8. Par ailleurs, dans notre RNA-Seq sur cellules PDGFRa*YFP*,
nous observons une augmentation des niveaux d’expression de ces génes lorsque Cic
est inactivé, suggérant que des génes vasculaires pourraient étre induits dans les
OPCs par la perte de fonction de CIC. Ces données renforceraient 'hypothése (ii)
d’acquisition par les OPCs inactivés pour Cic d’un phénotype vasculaire.

Afin d’observer la présence de cellules recombinées présentant un
phénotype endothélial, nous avons réalisé un marquage des vaisseaux et des cellules
recombinées. Nous avons pu décrire la présence de cellules recombinées GLUT1*
appelées GFP*endo, toutes intégrées dans des vaisseaux. Ces cellules GFP*endo sont
les seules cellules recombinées a exprimer LEF1, validant I'expression de ce
marqueur vasculaire par des cellules endothéliales. Ces données confortent plutdt
'hypothése (i) d’'un effet d’'une inactivation minoritaire de Cic dans les cellules

vasculaires entrainant un enrichissement des marqueurs vasculaires.



Pour tenter d’identifier la population cellulaire a I'origine de I'expression
de ces marqueurs vasculaires, nous avons réalisé un Single-cell RNA-Seq sur cellules
0O4* a P8. L’analyse nous indique la présence de cellules vasculaires malgré
I'utilisation du marqueur O4. De plus, I'expression de Cic dans le cluster vasculaire
(VLMC) est réduite de 65% dans les cellules CicekC alors qu’elle est similaire entre les
cellules CicckO et Control dans les clusters oligodendrocytaires. Ajouté a cela, les
marqueurs vasculaires décrits dans le RNA-Seq sont retrouvés exprimés dans le
cluster vasculaire et certains d’entre eux comme Lefl et Msx1 sont enrichis dans les
cellules CicckC, Toutes ces données suggérent que la présence des marqueurs
vasculaires dans les analyses de ChlIP-Seq et de RNA-Seq, est provoquée par une
contamination par les cellules vasculaires allant dans le sens de la premiére hypothése
(). Toutefois, I'expression de Thx18 et de Foxf2, deux autres marqueurs vasculaires
retrouvés dans le cluster vasculaire, ne sont pas retrouvés enrichis dans les cellules
CicekO, comme c’est le cas dans l'analyse RNA-Seq, voire ont une expression
diminuée. Les données du Single-cell RNA-Seq étant préliminaires, il est difficile de
conclure de maniere catégorique. Mais au vu de la présence de genes associés a la
vascularisation dans des clusters oligodendrocytaires, I'hypothése (iii) de I'induction
d’'un programme pro-angiogénique des OPCs inactivés pour Cic parait la plus
probable.

Cependant et de maniére intéressante, on distingue dans les clusters
COP et NFOL1-2, la surexpression de deux genes associés au développement
vasculaire : Vegfa et Etsl. En effet, le VEGFA est un facteur de croissance des cellules
vasculaires permettant par liaison a son récepteur VEGFR2, [linduction de
'angiogenése et de la perméabilité de la BHE [215], [216]. Comme nous avons pu le
décrire en introduction, la mutation IDH1R132H est associée a une augmentation des
niveaux de VEGF dans les gliomes. Nous pouvons postuler que la sécrétion de VEGF
par les COPs inactivés pour Cic pourrait également contribuer a un développement de
'angiogenése. Cependant, nous n'observons pas d’augmentation significative de la
surface des vaisseaux sanguins dans les souris Cic©. Cela peut étre di au fait que
le phénotype n’est pas encore bien établi a P8 et qu’il progressera potentiellement au
cours du temps. Pour répondre a cette supposition, il serait intéressant de réaliser les
marquages réalisés a P8 des cellules endothéliales et recombinées a des stades plus
tardifs.

Toutefois, la seule sécrétion de VEGFA par des COPs inactivés pour Cic
n’explique pas la présence de cellules recombinées GLUT1*. La présence de ces
cellules indique soit (i) une recombinaison non spécifique dans les cellules
endothéliales soit (ii) 'acquisition d’'un phénotype endothélial par les OPCs. Pour la
premiere hypothése, a la différence des péricytes, les cellules endothéliales
n’expriment pas PDGFRa et ne devraient pas étre recombinées apres injection de
tamoxiféne. La présence de cellules endothéliales recombinées (GFP*GLUT1") dans
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les souris CicckO pourrait étre expliquée par une proximité particulierement étroite des
OPCs de ces souris a la vascularisation. Cette proximité pourrait induire un transfert
de la CRE recombinase des OPCs par exocytose aux cellules endothéliales,
entrainant ainsi leur recombinaison. Pour confirmer une telle hypothese, nous
pourrions évaluer les conséquences de l'inactivation de Cic sur la capacité sécrétoire
des OPCs in vitro. Pour la deuxieme hypothese, la surexpression de Etsl dans les
COPs constitue une piste intéressante, d’autant plus que ce géne n’est que trés
faiblement exprimé dans le lignage oligodendrocytaire [122], [148]. En effet, Ets1 est
un facteur de transcription régulant un vaste ensemble de génes impliqués dans
'expression de génes vasculaires, I'inflammation et le remodelage matriciel et de
peptides vasoactifs [217]. L’expression de Ets1l dans les cellules endothéliales et les
péricytes est notamment induite par le VEGFA conduisant a la sécrétion de MMP2, 9
et 13 pour promouvoir 'angiogenése [218], [219]. L’expression de ce géne dans les
COP pourrait induire Il'acquisition d’un phénotype vasculaire et promouvoir
'angiogenése par sécrétion de VEGFA. Cette transition phénotypique pourrait se faire
au moment de la différenciation des OPCs auquel on observe I'expression de ces
marqueurs. CIC réprimerait ainsi lI'expression d’un programme vasculaire pour
permettre la différenciation oligodendrocytaire, son absence entrainait I'expression de
ce programme vasculaire au profit de la différenciation.

Pour tester cette hypothese, nous pourrions réaliser des co-cultures
d’OPCs inactivés pour Cic avec des vaisseaux sanguins. En effet, in vitro les OPCs
en culture ne développent pas de phénotype vasculaire. Si I'inactivation de Cic induit
le développement d’un phénotype vasculaire dans les OPCs, alors cet effet serait
dépendant du microenvironnement et probablement di aux vaisseaux sanguins, les
cellules vasculaires et les OPCs communiquant de facon étroite via la sécrétion de
facteurs angiogénique [212]-[214]. En culture, nous serions capables de suivre le
devenir cellulaire des OPCs recombinés au contact des vaisseaux sanguins, nous
pourrions ainsi mesurer : (i) 'acquisition d’'un phénotype vasculaire par les cellules
recombinées par immunofluorescence contre des marqueurs vasculaires (PDGFR,
GLUTL1, VEGFA, ETS1) et (ii) la prolifération des cellules vasculaires pour confirmer
le développement d’'un programme pro-angiogénique par les OPCs inactivés pour Cic.
Etant donné que la voie Wnt, et LEF1 en particulier, est impliquée dans le
développement des cellules vasculaires [211], nous pourrions également mettre en
place en culture une surexpression de LEF1 dans les OPCs afin d’observer si la voie
Wnt permet l'induction d’un phénotype vasculaire. En effet, I'activation de la voie Wnt
présentée dans le RNA-Seq, est potentiellement due a la présence de cellules
vasculaires. Enfin, le RNA-Seq présente également un enrichissement de voies
associées a la migration (points focaux d’adhésion, adhésion cellulaire, motilité
cellulaire, transition épithélio-mésenchymateuse), potentiellement attribuable aux
OPCs ou aux cellules vasculaires. Pour mesurer cette migration dans des conditions
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proches de la physiologie, nous pourrions utiliser le systeme de co-culture avec des
vaisseaux sanguins décrits ci-dessus et mesurer par vidéo-microscopie la migration
des OPCs le long des vaisseaux. L’activation de la voie Wnt participant au
développement des cellules vasculaires mais aussi des OPCs [123], [125], [211], son
expression induite par l'inactivation de Cic est difficilement attribuable a l'un et/ou
l'autre des deux types cellulaires. Pour ce faire, aprés inactivation de Cic, nous
pourrions mesurer I'expression d’effecteurs de la voie Wnt comme Lefl, §-caténine et
Tcf712 sur une population de cellules vasculaires et oligodendrocytaires triées avec
des marqueurs permettant leur distinction comme PDGFR[ (marqueur péricytaire) et
OLIG2 (marqueur oligodendrocytaire).

2.3. La régulation par CIC des genes Etv dans le lignage
oligodendrocytaire

De nombreuses études de la littérature présentent une liaison de CIC a
ces genes, dans des cellules souches embryonnaires et NSCs murines, des cellules
pulmonaires murines et des lignées humaines [159], [162], [171], [189]. Dans notre
analyse RNA-Seq, nous n’avons pas observé d’expression des genes cibles
canoniques de CIC dans les OPCs inactivés pour Cic. L’augmentation de I'expression
de ces génes en et particulier des génes Etv est tres souvent décrite dans les modéles
d’inactivation de Cic. Les études de Ahmad et al., et de Hwang et al., décrivent, en
'absence de CIC fonctionnelle, la surexpression de Etv4 et Etv5, ce dernier étant
notamment responsable du phénotype d’expansion des populations gliales dans
'étude de Ahmad et al.,, [179]. L’étude de Hwang et al., décrivent également
'expression de Spred3, Spry4 et de Vdf, responsable des défauts de maturation
observés des neurones NeuN* et SATB2* [180]. Cependant, Yang et al., ne décrivent
pas de surexpression des genes Etv en particulier dans les NSCs, suite a l'inactivation
constitutive de Cic dans leur modéle. Notre analyse transcriptomique ayant été
réalisée a un stade (P8) ou nous n’observons pas de phénotype d’altération de la
prolifération, il n’est pas surprenant de ne pas observer une augmentation de
'expression des genes Etv. De plus, I'expression de CIC étant trés faible dans les
OPCs, nous pouvons supposer une moindre répression de CIC et donc une faible
dérépression entrainée en condition d’inactivation de Cic. Il serait intéressant de
réaliser une analyse transcriptomique au stade P14, aprés induction de l'inactivation a
P5, ou nous retrouvons ce phénotype d’altération de la différenciation pour observer
une potentielle augmentation des genes Etv. Il est aussi probable que le phénotype
d’altération de la différenciation ne soit pas dépendant des génes Etv et que ces
derniers ne constituent pas des genes cibles de CIC comme le suggeére leur absence
dans nos données ChIP-Seq.
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Néanmoins, notre analyse en Single-cell RNA-Seq sur cellules O4* a P8,
montre une expression importante des genes Etvl, 4 et 5 ainsi que de Spredl, Shc3
et Spry4 dans les clusters COP et NFOL1-2 des cellules Cic®®©, Contrairement a un tri
avec le marqueur PDGFRa permettant I'enrichissement en OPCs, un tri avec le
marqueur O4 enrichit en OPCs engagés dans la différenciation et en oligodendrocytes
comme nous pouvons le voir dans nos clusters obtenus. Ainsi, ces données nous
indiquent que CIC régule effectivement ses genes cibles canoniques, mais dans un
contexte de différenciation que nous n’arrivons a mettre en évidence dans notre RNA-
Seq, mais seulement dans notre Single-cell RNA-Seq permettant d’étudier des
clusters de cellules plus définis permettant une analyse plus fine des populations
cellulaires. De plus, [l'expression de CIC augmentant dans le lignage
oligodendrocytaire, il est attendu que les conséquences de son inactivation entrainent
des altérations transcriptomiques plus importantes que dans les OPCs. En effet, un
RNA-Seq réalisé dans notre équipe sur les cellules O4* de souris du modeéle Olig2tva
cre - Cic' (annexe 2), nous observons dans les cellules O4* inactivées pour Cic une
augmentation de I'expression des génes Etvl, 4, 5 et Shc3.

Pour potentiellement identifier les genes Etv en tant que génes cibles de
CIC dans le lignage oligodendrocytaire, il serait intéressant de réaliser un ChiP-Seq
sur cellules O4* a un stade plus tardif comme P14. A ce stade, nous aurons une
proportion dOPCs engagés dans la différenciation plus importante et donc une
expression plus importante de CIC pouvant potentiellement la présence des génes
Etv. Il serait intéressant de réaliser également des ChIP-PCR sur des génes impliqués
dans la différenciation oligodendrocytaire pour détailler avec précision le mécanisme
par lequel CIC induit la différenciation des OPCs. Comme expliqué dans la premiere
partie de la discussion, Tcf7I2 pourrait constituer le candidat potentiel de la voie Wnt a
l'origine du mécanisme. Etudier la liaison de CIC & des génes régulateurs de la
différenciation comme Enpp6, Bcasl, Mbp, Nkx2-2, Sox10 et Myrf pourrait détailler le

mécanisme.
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3. Impact des mutations CIC dans les
oligodendrogliomes

L’'impact des mutations du géne CIC en tant que facteur pronostic de la
survie des patients atteints d’oligodendrogliomes n’est pas clairement établi. Yip et al.,
[17] concluent en une absence d’association entre ces mutations et la survie et Zhang
et al., décrivent méme une association de ces mutations a une survie favorable [201].
A Tinverse, d’autres études décrivent un pronostic défavorable des mutations ou de
I'expression de CIC [220], [200] dont celle de notre laboratoire [13]. Cependant, la
plupart de ces études sont réalisées en analyse univariée ne permettant pas de décrire
CIC comme un facteur indépendant de pronostic. Cependant, ce n’est pas le cas de
'analyse de notre laboratoire et de celle de Zhang et al., décrivant en analyse
multivariée des résultats contradictoires. Pour apporter une réponse a cette question,
nous avons réalisé une analyse multivariée dans trois cohortes indépendantes et
révélé une absence d’association entre les mutations de CIC et la survie globale des
patients. Pour la cohorte MSKCC, nous avons décrit une association des mutations
CIC a une survie défavorable. L’ensemble de ces résultats sont révélateurs de
I'hétérogénéité des oligodendrogliomes.

Dans nos analyses de signatures dans les ODGs mutés pour CIC, nous
avons pu décrire I'enrichissement de signatures OPCs, vasculaires et de voies de
signalisation récapitulant les phénotypes observées dans notre modele murin. Les
OPCs étant décrits comme une origine cellulaire de ces tumeurs, 'augmentation de la
proportion de ces derniers, suite a l'inactivation de Cic, peut constituer un contexte
permissif pour le développement des ODGs. De plus 'angiogenése est un mécanisme
commun des tumeurs permettant de détourner a leur profit les nutriments a l'origine
de leur croissance. Les OPCs sont particulierement associés aux vaisseaux sanguins
sur lesquels ils migrent via I'activation de la voie Wnt [123]. L’expression par les OPCs
de CXCR4 permet la liaison au ligand SDF-1 (CXCL12) exprimé par les cellules
endothéliales. Une activation de la voie Wnt permet I'expression de CXCR4 favorisant
la migration des OPCs [123]. L’'enrichissement de cette voie dans les ODGs mutés
pour CIC pourrait constituer le lien entre les deux phénotypes d’altération de la
différenciation, de la migration et du développement de vaisseaux sanguins [125],
[211]. En effet, Griveau et al., décrivent dans un modele murin de gliomes, une
migration et invasion par co-option de vaisseaux sanguins de cellules OLIG2* via
'expression d’une voie-Wnt7b distincte d’'une migration dépendante du VEGF des
cellules tumorales OLIG2" [221]. La migration et invasion dépendantes de Wnt7b des
cellules OLIG2* est résistante aux traitements anti-angiogéniques efficaces sur le
VEGF [221]. Un des rOles de l'inactivation de CIC dans les ODGs pourrait ainsi étre
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de promouvoir cette migration dépendante de la voie Wnt, résistante aux traitements,
de cellules OPC-like favorisant une angiogenese.

Les altérations de CIC dans les tumeurs périphériques sont plutot
associées a une progression tumorale et a un mauvais pronostic dans les cancers du
sein, du pancréas et du poumon [192], [196], [197]. L’inactivation du géne CIC peut
également initier le développement tumoral notamment pour les lymphomes
lymphoblastiques T [178], [193]. Dans les carcinomes (foie et poumon), les cancers
du sein, du pancréas et du colon, l'inactivation génétique ou fonctionnelle de CIC induit
la prolifération et I'invasion des cellules notamment par dérépression des genes ETV4
et ETVS (Figure 17) [194]-[196], [222]. Dans les ODGs, les mutations du gene CIC
ont été décrites comme sous-clonales, rendant peu probable le fait que ces altérations
conduisent a linitiation tumorale [223]. Les mutations du géne CIC se retrouvent
également distribuées dans les ODGs de grade 2 et 3, ne permettant pas de les
associer a une progression en grade [13], [223]. Toutefois, ces mutations du géene CIC
sont associées a une récidive plus précoce des ODGs [14] qui pourrait étre provoquée
par ces phénotypes d'immaturité oligodendrocytaire et d’expression de marqueurs
vasculaires dans les ODGs mutés pour CIC. En effet, I'étude princeps de notre
laboratoire révele un caractéere plus agressif des ODGs mutés pour CIC, présentant
une croissance tumorale plus importante [13]. Ainsi, de maniére homologue a son réle
dans les autres tumeurs et aux phénotypes observés dans notre étude de son
inactivation dans les OPCs, les mutations du gene CIC induiraient une accumulation
d’OPCs altérés pour leur différenciation et présentant un profil migratoire plus
important. Les autres mutations présentes dans ces tumeurs permettraient
potentiellement a cette population enrichie de proliférer également. Les mutations du
géne CIC induiraient également I'expression de marqueurs vasculaires promouvant
'angiogenése. Pour tester ces hypothéses, nous pourrions réaliser des cultures de
cellules issues d’'ODGs de patients mutés pour CIC et comparer leur prolifération par
marquage K167*/EdU ainsi que leur migration en chambre de Boyden ou en co-culture
avec des cellules endothéliales. Nous avons également accés au laboratoire a des
coupes d’ODGs de patients mutés ou non pour CIC pour lesquelles nous pourrions
également comparer la prolifération (Ki67*) et I'expression de marqueurs vasculaires
(GLUT1 et PDGFRR), oligodendrocytaires (OLIG2, PDGFRa, CC1 et MBP), ainsi que
de la voie Wnt (LEF1, TCF7L2 et B-caténine) afin de valider au niveau phénotypique
une augmentation de la proportion d’OPCs, de marqueurs vasculaires et de
I'expression de la voie Wnt dans les ODGs mutés pour CIC. Nous pouvons également
évaluer la proximité des cellules tumorales aux vaisseaux sanguins (GLUT1") dans les
deux groupes, en identifiant les cellules tumorales grace a un marquage a I'anticorps
anti-IDH1R**?H reconnaissant spécifiquement la forme mutée de I'enzyme IDH1.
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Les oligodendrogliomes étant des tumeurs présentant de nombreuses
altérations, la combinaison de celles-ci avec I'inactivation de Cic pourrait induire le
développement de tumeurs. C’est notamment la piste développée au laboratoire visant
a étudier la synergie des mutations IDH1 et CIC dans les OPCs chez la souris. Une
étude de I'évolution clonale de gliomes IDH1-mutés a permis de révéler que les
mutations de Cic sont sous-clonales et non initiatrices comme les mutations IDH1 et
la co-délétion 1p/19, ce qui est cohérent avec nos résultats. L'inactivation de Cic
consécutive a I'induction de la mutation IDH1R132H dans les OPCs, constituerait ainsi
une perspective intéressante au développement des oligodendrogliomes. Bardella et
al., décrivent une augmentation de la prolifération, de I'auto-renouvellement de NSCs
dans un modéle murin présentant la mutation IDH1R132H dans les progéniteurs neuraux
(Nes-Cre) [89]. Ces cellules envahissent le parenchyme cérébral depuis la SVZ
formant des nodules prolifératifs Dans ce contexte, les phénotypes induits par
l'inactivation de Cic pourraient amplifier la migration et I'invasion de ces cellules.
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Conclusion

CIC est un répresseur transcriptionnel modulant le développement de
divers organes en réprimant la proliféeration pour favoriser la différenciation des
cellules. C’est pourquoi cette protéine est retrouvée inactivée par dégradation ou
mutation du géene dans de nombreux cancers dont les oligodendrogliomes. Ces
tumeurs cérébrales sont trés proches des progéniteurs d’oligodendrocytes, population
décrite comme une origine cellulaire de ces tumeurs dans différents modéles murins.
Cependant, le role spécifique de CIC dans ces cellules d’origine était encore méconnu.
Le but de ma thése a été de caractériser les conséquences de l'inactivation de ce
répresseur dans les OPCs. J'ai pu décrire I'expression croissante de CIC associée a
la différenciation et la maturation du lignage oligodendrocytaire. Nous avons ensuite
validé l'efficacité de l'inactivation de Cic dans les OPCs dans un modele murin
transgénique. En caractérisant ce modéle, jai pu mettre en évidence une
augmentation transitoire de la proportion d’'OPCs associé a une diminution de la
proportion de mOLs révélant un réle de CIC dans la différenciation des OPCs.
Associée a ce défaut, nous avons observé une augmentation de la proportion d’OLs,
illustrant également un réle de CIC dans la maturation des OLs. Des analyses
transcriptomiques et des géenes cibles de CIC nous ont notamment permis de mettre
en évidence la surexpression de la voie Wnt, une voie inhibitrice de la différenciation
des OPCs, ainsi que la surexpression de marqueurs vasculaires. Nous avons pu
confirmer in vivo la présence de cellules recombinées de phénotype endothélial chez
les souris mutantes. Une analyse transcriptomique a I'échelle de la cellule unique a
confirmé la surexpression des marqueurs vasculaires dans une population de cellules
vasculaires, mais a également révélé I'expression de ces marqueurs dans des
populations oligodendrocytaires, révélant une étroite relation entre les OPCs et les
cellules vasculaires, induite par l'inactivation de Cic. Nous avons également décrit
dans les OPCs en différenciation et les iOLs la surexpression des genes cibles de CIC
et notamment les génes Etv ainsi que des genes impliqués dans la différenciation
oligodendrocytaire. Pour décrire la pertinence de ces altérations dans le
développement des oligodendrogliomes, nous avons realisé une étude de
I'enrichissement de signatures dans les oligodendrogliomes mutés pour CIC du TCGA.
Nous avons pu mettre en évidence un enrichissement de signatures OPCs,
endothéliales, péricytaires et de la voie Wnt validant les observations de notre modele
murin. Nous proposons ainsi que l'inactivation de Cic dans les oligodendrogliomes
induise via l'activation de la voie Wnt, une migration plus importante d’OPCs altérés
pour la différenciation le long des vaisseaux sanguins ainsi que le développement de
la vascularisation permettant la progression et I'invasion tumorale. L’inactivation de Cic
n’entrainant pas de lésions tumorales, son role serait plutdt associé a la progression



159

tumorale voire a la récidive dans les ODGs. Des combinaisons avec d’autres
altérations retrouvées dans les oligodendrogliomes pourront apporter en perspective
une compréhension plus fine du développement des oligodendrogliomes.
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Annexes

ANNEXE 1 : LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES ET SECONDAIRES

Anticorps primaires

Anti-PDGFRa (rat, monoclonal IgG2a)
Anti-GFP (poulet, polyclonal)

Anti-KI67 (lapin, polyclonal)

Anti-OLIG1 (souris, monoclonal IgG1)
Anti-CC1 (clone APC, souris, monoclonal IgG2b)
Anti-CIC (lapin, polyclonal)
Anti-OPALIN (souris, monoclonal IgG1)
Anti-MAG (lapin, polyclonal)
Anti-GLUT1 (lapin, polyclonal)
Anti-PDGFRS (lapin, polyclonal)
Anti-LEF1 (lapin, polyclonal)
Anti-OLIG2 (mouse, polyclonal)

Dilution

11300 (glycérol)
172000

17500

17500 (glycérol)
17500 (glycérol)
171000

17500 (glycérol)
1/300 (glycérol)
17500 (glycérol)
171000

17500 (glycérol)
11250 (glycérol)

Références

BD Pharmingen, 558774

Aves, 1020

Vector Labs, VP-RM04
NeuroMab, 75-180

Millipore, MABC200
ThermoFisher, PA1-46018
SantaCruz, sc-374490

Cell Signaling Technology, 9043
Millipore, 07-1401

R&D System, AF1042

Cell Signaling Technology, C12A5
Millipore, MABN50
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ANNEXE 2 : MODELE MURIN D’INACTIVATION CONSTITUTIVE DE CIC DANS LE
LIGNAGE OLIGODENDROCYTAIRE (OLIG2¢RE ; CICF. ; ROSA26!5L-TomATO)
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Figure S1 — L’inactivation constitutive de CIC dans le lignage oligodendrocytaire induit les

A r oo .. N . KO
mémes défauts de différenciation que le modele Cic

*

A. Schéma de la stratégie utilisée pour générer les souris Cic'™ et les alléles mutants. Le géne CIC possede
20 exons (rectangles), les exons 2 a 6 code le domaine HMG. B. Schéma de l'analyse des souris
Olig2ere;Cic™; Tom. C. Immunomarquage OLIG1 et CC1 dans le corps calleux de cerveaux de souris mutantes
(Oligzere; Cic™-Tom) et contrbles (Oligzere;Cict”; Tom) a P14. Les fleches montrent les OPCs recombinés
(Olig1*CC1-Tom*), les tétes de fléches montrent les mOLs recombinés (Olig1*CC1*Tom?*). D. Quantification de
la proportion d'OPCs recombinés et de mOLs recombinés dans les structures de la matiére blanche (cc=corps
calleux ; ec=capsule externe ; ac=commissure antérieure) de cerveaux de souris mutantes (n=6) et contrbles

(n=6). **p<0,001 ; ***p<0,0001.
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