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Liste des abbréviations

Populations cellulaires :
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REA : régulateur de I'épissage ARN
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Chapitre |

La neurogenése adulte

La neurogenése désigne I'ensemble des processus cellulaires permettant la création de
nouveaux neurones au sein d’un systéme nerveux. Chez les vertébrés, elle se produit trés
majoritairement durant le développement, mais il subsiste dans de nombreux taxons une
neurogenése adulte complexe et finement régulée. Si cette neurogenese adulte assure une
meilleure capacité d’adaptation de certains circuits neuronaux en conditions physiologiques,
elle participe également a une certaine régénération du systeme nerveux central en conditions

pathologiques.

I.1. Perspective historique

Seul contre tous — La héros-genése

[.1.a. Premiéres démonstrations

Chez les mammiféres, le caractére figé et définitif des circuits neuronaux fut établi des le début
du XXe siécle. Le chirurgien Ramon y Cajal, qui edt un rdle central dans I'émergence des
neurosciences modernes, articula ainsi ce dogme : « Dans les centres adultes, les chemins
nerveux sont quelque chose de fixe, fini, et immuable. Tout peut mourir, rien ne saurait étre
régénéré. |l revient a la science du futur de changer, si possible, ce décret sévéere. » (Ramon
y Cajal, 1928). Sur prés d’un siécle écoulé depuis lors, il fallut a la science plus de 30 ans pour
s'atteler a la tache, et entamer une bataille qui s’étendit sur trois décennies supplémentaires
pour faire accepter I'existence de la neurogenese adulte, et engendrer par la suite un champ

d’étude encore particulierement actif aujourd’hui (Owji and Shoja, 2020).

La premiere remise en question fut soulevée par Joseph Altmann, qui mit en évidence dans
les années 1960 des neurones et cellules gliales ayant incorporé de la thymidine tritiée
administrée a I'dge adulte, dans le cortex |ésé du rat (Altman, 1962) et du chat (Altman, 1963).
Ces découvertes furent largement ignorées, mais il complémenta avec des marquages
histologiques. Il montra la production de cellules de novo dans le gyrus denté (GD) de
'hippocampe du rat (Altman and Das, 1965), puis identifia en 1969 l'origine des neurones

néoformés du bulbe olfactif (BO), issues de divisions cellulaires prenant place dans paroi des
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ventricules latéraux, a la surface de I'épendyme : la zone sous-ventriculaire (ZSV) (Altman,
1969). Il identifia également le flux migratoire rostral (FMR), un long chemin rostro-caudal a
travers lequel les futurs neurones granulaires migraient de leur niche d’origine pour former des

neurones granulaires (Altman, 1969).

Peu a peu, d’autres membres de la communauté neuroscientifique s’attelérent a confirmer ces
découvertes et a les placer dans un contexte plus large. Ainsi, Michael Kaplan, en développant
la microscopie électronique sur tissu, put démontrer lidentité neuronale de cellules
néoformées dans le cerveau non lésé de rat (Kaplan and Hinds, 1977), puis de primate (Kaplan
and Bell, 1983). Parallelement, Shirley Bayer montra une augmentation linéaire du nombre
de neurones dans le GD de rat avec I'age (Bayer, 1982). Elle montra également que, parmi
les neurones du gyrus denté, la proportion de neurones issus d’'une neurogenése adulte

augmentait au cours du vieillissement (Bayer et al., 1982).

L’une des confirmations les plus étonnantes de I'’hypothése d’une neurogenése adulte provint
cependant d’'un ornithologue, Fernando Nottebohm, qui s’intéressait au chant des canaris
(Alvarez-Buylla et al., 1990). Intrigué par ses mécanismes de modulation, il mit en évidence
une production massive et réguliére de neurones dans le cerveau des canaris adultes, en

particulier dans le centre vocal supérieur.

[.1.b Une difficile reconnaissance

Death of a dogma and a research career (Kaplan, 2001)

Ce faisceau de démonstrations ne suffit cependant pas a convaincre les plus réticents, et 'un
des principaux détracteurs de la théorie, Pasko Rakic, s’attacha a résoudre la question de la
neurogenése chez le primate. Dans 2 études majeures publiées en 1985 et 1988, il ne trouva
aucun neurone néoformé ni dans le BO et le néocortex, ni dans le GD du macaque rhesus
adulte (Rakic, 1985; Eckenhoff and Rakic, 1988). Ces résultats, associés a I'autorité de Rakic
dans le milieu neuroscientifique et la virulence de ses prises de position (Nottebohm, 2011),
achevérent d’amener de nombreux scientifiques a se désintéresser de la théorie de la
neurogenése adulte. Kaplan y attribue ainsi I'arrét de sa carriére de recherche, et Altmann un

tarissement subit de ses sources de financement public (Kaplan, 2001; Altman, 2011).
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Cependant a la fin des années 90, deux avancées majeures relancérent la théorie. La premiére
fut I'isolement et la culture de cellules souches neurales contenues dans la zone sous-
épendymale du mur latéral de la zone sous-ventriculaire, par I'équipe de Samuel Weiss
(Reynolds and Weiss, 1992). La seconde, en 1994, décrivit le remplacement de ces cellules
in vivo apres déplétion par un agent anti-mitotique et le non-remplacement aprés déplétion
des cellules non-prolifératives (Morshead et al., 1994). Ces résultats montraient la présence
d’une population de cellules souches quiescentes a l'origine de la neurogenése, répartie dans

la ZSV le long du mur latéral, mais aussi au sein des murs médial et dorsal.

Par la suite, l'utilisation de la Bromodeoxyuridine (BrDU), un analogue de la thymidine
détectable par immunomarquage (Miller and Nowakowski, 1988), permit d’apporter une
preuve sans équivoque de la formation de neurones dans le cerveau adulte. Chez le rongeur,
une population de progéniteurs mitotiques dans la zone sous-granulaire (ZSG) de
I'hippocampe fut ainsi identifiee comme l'origine des nouveaux neurones du GD (Gage et al.,
1998). Barbara Gould et Pasko Rakic mirent simultanément cette technique en ceuvre chez le
macaque rhésus et montrerent une formation importante et continue de neurones dans le GD,
et dans une moindre mesure dans plusieurs zones du neocortex (Gould et al., 1999a, 1999b;
Rakic, 1988). Plus frappant encore, I'équipe de Peter Eriksson montra la présence de ces
neurones néoformés dans le DG humain sur des coupes de cerveaux de patients ayant regu

du BrdU pour suivre la progression de leur cancer cérébral (Eriksson et al., 1998).

L’ensemble de ces travaux historiques permit ainsi d’établir, pour tous les mammiféres,
I'existence de populations de cellules souches neurales persistant dans le cerveau adulte,
produisant un flux continu de neurones, et potentiellement capables de réagir aux Iésions
cérébrales par une production des trois types cellulaires neuraux, astrocytes, oligodendrocytes
et neurones. lls achevérent ainsi de convaincre les plus sceptiques des neuroscientifiques, de
la pertinence de la théorie de la neurogenéese adulte. Elles ouvrirent la voie & une recherche
intensive dont les paradigmes sont encore régulierement remis en question (Kirsten Obernier
and Alvarez-Buylla, 2019; Baur et al., 2022).
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I.2. Neurogenése adulte

De la souche au bulbe

l.2.a. Les foyers de neurogenese

Si les premieres observations de neurogenése dans le cerveau adulte se sont concentrées
sur ses deux foyers les plus importants, la ZSV et la ZSG, plusieurs zones supplémentaires
ont été identifiées comme possédant une activité neurogénique, a la fois chez la souris (Fig.
1) et 'homme ou le primate non-humain (Migaud et al., 2010; Hourai and Miyata, 2013;
Jurkowski et al., 2020) :

- le striatum (Dayer et al., 2005; Ernst et al., 2014) , le néocortex (Bernier et al., 2002)
et I'hypothalamus (Kokoeva et al., 2005; Batailler et al., 2014) formant des neurones
GABAergiques,

- la substantia nigra (Zhao et al., 2003; Moreno-Jiménez et al., 2019) produisant des
neurones dopaminergigues
- l'aire baso-létarale de 'amygdale (Hung et al., 2015) a l'origine de la formation de de
neurones glutamatergigues ou GABAergiques
- le complexe vagal-dorsal (Bauer et al., 2005)
Cependant, la plupart de ces observations ont été réalisées dans le cadre de modéles
susceptibles de stimuler une neurogenese physiologiquement inactive, et leur existence en
conditions physiologiques demeure par conséquent incertain (Jurkowski et al., 2020). Malgré
cela, ces travaux mettent en évidence la persistance dans ces tissus de précurseurs neuraux,

capables de proliférer et de se différencier.

|.2.c. Définition des cellules souches

La capacité de renouvellement des tissus a 'dge adulte est inégale. Si certains, comme le
systéme nerveux ou le myocarde, présentent des capacités de régénération limitées, d’autres
comme la peau ou la moelle osseuse se renouvellent a un rythme soutenu tout au long de la
vie. La régénération tissulaire est due a des cellules souche, qui forment une réserve de

cellules indifférenciées. On les distingue des cellules somatiques par deux critéres majeurs :
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Figure 1: Localisation des zones de neurogenése adulte dans le cerveau murin. 4
régions de neurogenése principales ont été identifiées. La zone sous-ventriculaire (SVZ)
bordant les ventricules latéraux contient des cellules souches neurales (CSN) et produit des
neuroblastes migrant a travers le flux migratoire rostral (RMS) vers le bulbe olfactif. La zone
sous-granulaire de I'hippocampe (SGZ) contient également des CSN, qui produisent des
neurones s’intégrant aux circuits neuronaux du gyrus denté (GD). L’éminence médiane et le
noyau arqué de I'hypothalamus contiennent des tanicytes bordant le 3¢ ventricule, qui
produisent des nouveaux neurones migrant vers le noyau hypothalamique. Enfin, I'area
postrema comprend des CSN bordant le 4¢ ventricule et produisant des neurones dans le
complexe vagal-dorsal. Adapté de (Jurkowski et al., 2020).

- Elles sont capables de se différencier en plusieurs types cellulaires, on parle alors de
multipotence.

- Elles ont la propriété de s’auto-renouveler, c’est-a-dire de générer par mitoses des
cellules filles conservant les mémes propriétés.
Contrairement aux cellules souches embryonnaires qui sont totipotentes, c’est-a-dire qu’elles
peuvent produire tous les types cellulaires de I'organisme, les cellules souches adultes sont
restreintes a un lignage donné ; par exemple, les cellules souches hématopoiétiques peuvent
se différencier en chacun des types cellulaires du lignage hématopoiétique, mais pas en

cardiomyocytes.
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Depuis l'identification des cellules souches neurales (CSN) dans la ZSV et la ZSG du rongeur
(Reynolds and Weiss, 1992; Morshead et al., 1994; Gage et al., 1998), des CSN ont été isolées
dans le cerveau adulte de nombreuses espéces du régne animal, des reptiles aux primates
(Font et al., 2001; Gould et al., 1999a). Chez 'humain, des CSN ont été isolées et cultivées a
partir de la ZSV et de 'hippocampe (Westerlund et al., 2003; Sanai et al., 2004).

Les CSN mises en culture en suspension en présence d’Epidermal Growth Factor (EGF) et
de Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) proliferent et forment des amas de cellules nommés
neurospheres (Fig. 2; Reynolds and Weiss, 1992). Les CSN et les cellules issues de ces
neurosphéeres sont a la fois capable de proliférer et de se différencier. Elles sont restreintes au
lighage neural, qui comporte 3 trois types cellulaires : les neurones, cellules spécialisées dans
l'intégration et la conduction d’information, les astrocytes, cellules nourriciéres supportant le
tissu neural, et les oligodendrocytes, qui recouvrent les axones neuronaux d’'une couche de
myéline permettant d’accélérer la transmission du signal électrique. Ces CSN sont donc
multipotentes. Elles sont, de plus, capables de proliférer, et leurs cellules-filles peuvent
conserver ces propriétés multipotentes: elles remplissent donc le critére d’auto-
renouvellement, et conviennent ainsi a la qualification de cellules souches. On désignera
comme neurogéniques I'ensemble des progéniteurs neuraux (PN) de la ZSV, c’est-a-dire a la

fois les cellules indifférenciées et les cellules engagées dans la différenciation.

Pour bien comprendre l'identité des CSN, il convient de remonter jusqu’a leur origine, les

cellules souches embryonnaires.

[.2.d. Origines embryonnaires des CSN

Chez tous les mammiféres, les milliards de neurones du cortex cérébral trouvent leur origine
dans le neuroectoderme, un feuillet primitif pseudo-stratifié, dont les cellules neuroépithéliales
forment une plaque neurale qui s’invagine pour former un tube neural localisé autour de la
cavité neurale (Rakic, 1988). Ces cellules neuroépithéliales ont des propriétés de cellules
souches, qui se polarisent pour former un épithélium germinal nommé zone ventriculaire
(Martynoga et al., 2012). De multiples divisions asymétriques de ces cellules épaississent la
couche cellulaire, formant des strates spécialisées qui constitueront les différentes couches
du cortex cérébral (Molyneaux et al., 2007). A partir du 10° jour du développement
embryonnaire (E10), ces cellules neuroépithéliales forment par divisions asymétriques des

cellules polarisées nommées glie radiaire (Martynoga et al., 2012).
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Figure 2 : Culture et caractérisation des cellules souches neurales. Les progéniteurs
neuraux possédant des propriétés souches sont placés en culture en suspension, en présence
d’'EGF et de bFGF. Aprés 5-7 jours, des neurosphéres sont formées contenant des cellules
souches ainsi que des progéniteurs ayant perdu ces propriétés. Aprés dissociation et
réensemencement des cellules composant ces neuropheéres, les cellules a propriétés souches
vont former a nouveau des neurospheres, et ces cultures peuvent ainsi étre maintenues sur
le long-terme. Les cultures de progéniteurs neuraux sont multipotentes, et en présence de
milieux appropriés, leur différenciation en astrocytes, oligodendrocytes ou neurones peut étre
induite. DIV : Jours in vitro.

La glie radiaire embryonnaire constitue un type cellulaire gliale donnant naissance a la fois a
des neurones et a des cellules gliales (Fig. 3; Noctor et al., 2001; Anthony et al., 2004). Elles
sont situées aux bords des ventricules cérébraux, ou elles étendent un cil primaire apical, et
étendent un long prolongement basal contactant la surface piale (Gadisseux et al., 1989).
Entre les stades E10 et E16, elles se diviseront pour former soit directement des neurones,
soit des précurseurs intermédiaires qui proliféreront localement avant de produire des
neurones (Martynoga et al., 2012). Les neurones ainsi produits migrent alors en prenant appui
sur les prolongements basaux de la glie radiaire, en premier lieu vers les couches profondes,
puis vers les couches corticales superficielles (Rakic, 1988). Des précurseurs neuronaux
utilisent également cet échafaudage glial pour migrer et former la seconde niche neurogénique

principale du cerveau adulte, le gyrus dentelé (Urban and Guillemot, 2014).

La seconde vague de différenciation des cellules de la glie radiaire est entamée a E16, et
produira des astrocytes jusqu’au développement postnatal (Martynoga et al., 2012). Enfin, le
troisieme type cellulaire du lignage neural, les oligodendrocytes, provient exclusivement de

différenciations post-natales (Sauvageot and Stiles, 2002).
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Cependant, I'étude du destin des cellules neuroépithéliales a mis en évidence un autre type
cellulaire issu des cellules neuroépithéliales : les équipes de Gord Fishell et d’Arturo Alvarez-
Buylla, en électroporant respectivement des vecteurs rétroviraux dans cellules
neuroépithéliales et dans la glie radiaire post-natale, ont pu tracer le destin de ces cellules a
l'aide d’un vecteur rétroviral (Gaiano and Fishell, 2002; Merkle et al., 2004). lls ont ainsi pu
montrer la filiation entre ces types cellulaires développementaux et une population d’astrocytes

polarisés localisés le long de la ZSV : les CSN adultes.
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Figure 3 : Schéma de la neurogenése embryonnaire. Les cellules neuroepithéliales du
neurectoderme (NE) sont des cellules souches possédant un prolongement apical en contact
avec le lumen du tube neural ainsi qu'un prolongement basal qui s’étend dans la zone
médullaire (MZ). Durant le développement embryonnaire, ces cellules se différencient en glie
radiaire proliférative conservant cette morphologie apico-basale. Celle-ci va alors, par divisions
asymeétriques, s’auto-renouveler d’'une part, et produire des neurones et des progéniteurs
intermédiaires d’autre part. Les neurones ainsi produits migrent le long des prolongements de
la glie radiaire vers la zone médullaire en extension. Aprés la production de neurones, la glie
radiaire continue de proliférer par divisions asymétriques et produit des astrocytes ainsi que
des progéniteurs neuraux qui produiront des neuroblastes migrants. A la naissance, une partie
de la glie radiaire se différencie en cellules épendymaires, une seconde partie produit des
progéniteurs oligodendrocytaires qui viendront coloniser le cortex et se différencier en
oligodendrocytes, tandis qu’'une sous-population conserve un phénotype indifférencié pour
générer les cellules souches de la zone sous-ventriculaire adulte (B cells). Tiré de (Kriegstein
and Alvarez-Buylla, 2009).
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l.2.e. La neurogenése hippocampique

La ZSG est située dans des zones profondes du cerveau, a l'interface entre le hilus et la
couche granulaire du gyrus denté, et ne contacte pas le systéme ventriculaire (Fig. 4). Malgré
cela, la neurogenése hippocampique est initiée par des CSN appelées cellules de type 1, qui
ne possédent donc pas de processus apical (Toda and Gage, 2018). Cependant, elles
expriment des marqueurs astrocytaires et présentent une morphologie de glie radiaire,
étendant leurs processus radiaux pour contacter a la fois les cellules de la niche, le plexus
vasculaire et enfin les neurones et cellules gliales des couches granulaires (CG) et
moléculaires (CM) du GD (Bonaguidi et al., 2011; Moss et al.,, 2016). Ces CSN sont
multipotentes et capables d’auto-renouvellement (Bottes et al., 2021). Elles donnent lieu a des
divisions asymétriques, donnant naissance a une CSN et une cellule amplificatrice de type 2,
au sein desquelles on distingue les cellules de type 2a et les cellules de type 2b, par

I'expression dans les types 2b de génes de différenciation neuronale (Ceanga et al., 2021).
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Figure 4 : Schéma de la neurogenése hippocampique. La zone sous-granulaire héberge
des CSN (Typel, Radial Glia-Like), qui s’activent sporadiquement pour produire des
progéniteurs neuraux précoces (Type2a). Ceux-ci proliferent pour générer a leur tour des
progéniteurs neuraux tardifs (Type2b), qui a leur tour produiront des neuroblastes post-
mitotiques (Type3). Ces neuroblastes migrent vers le gyrus denté (DG) pour y intégrer les
circuits neuronaux en interneurones inhibiteurs immatures, étendant d’'une part des axones
appelées fibres moussues vers le CA2 et CA3, et d’autre part un réseau dendritique recevant
des afférences du cortex enthorinal. Une fraction des neurones immatures produlits survivra et
achévera sa maturation. Tiré de Toda and Gage, 2018.
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Elles se divisent majoritairement de maniére symétrique mais parfois asymétriguement pour
générer des cellules de type 3, engagées vers un destin neuronal (Pilz et al., 2018). Avant la
maturation, une sélection importante des cellules de type 3 est alors effectuée en deux
vagues : une premiére vague d’apoptose est induite 24-48h post-mitose, suivie d’'une seconde
vague de mort cellulaire a I'intégration des cellules immatures (Pilz et al., 2018; Tashiro et al.,
2006). La survie des neurones implique l'intégration définitive des neurones aux circuits de la

CG (Kempermann et al., 2003), qui intégrent ainsi les circuits neuronaux du gyrus denté.

[.2.f. Implications fonctionnelles de la neurogenese

L’hippocampe constitue un centre d’intégration combinant des signaux neuromodulateurs, des
systemes inhibitoires complexes, et des connexions efférentes vers de nombreuses structures
cérébrales (Kesner, 2013). Le GD posséde ainsi de hombreuses fonctions mémorielles, liant
l'intégration simultanée d’inputs sensoriels environnementaux multiples, la séparation de
patterns nécessaire a l'analyse de ces informations environnementales, en particulier
spatiales, et enfin l'intégration temporelle et la mémoire de ces informations contextuelles
(Kesner, 2013). Deux hypothéses majeures non contradictoires pourraient expliquer les

fonctions de la neurogenése hippocampique adulte :

- D’une part, les neurones néoformés du GD pourraient jouer un réle au niveau de la
mémoire, encodant des informations contextuelles sur le long-terme (Toda and Gage,
2018).

- Dautre part, les nouveaux neurones du GD possédent un rdle inhibiteur sur 'activité
des neurones matures du GD, et seraient ainsi nécessaires au délabrement des
informations contextuelles encodées (Temprana et al., 2015).

Malgré une diversité des approches d’ablation de la neurogenése adulte (chimiques, par
irradiation, génétigues ou temporellement contrdlées) et des tests comportementaux utilisés,
qui fournissent parfois des résultats différents, un corpus grandissant d’études pointent vers
un réle central dans la séparation de patterns, I'apprentissage, le contrble émotionnel, et le

délabrement des mémoires contextuelles (Toda and Gage, 2018).

Ainsi, dans un contexte d’enrichissement environnemental, cette ablation supprime les effets
bénéfigues du contexte enrichi sur la mémoire a long-terme sur la reconnaissance de
nouveaux objets, et augmente le temps d’apprentissage (Bruel-Jungerman et al., 2005;
Imayoshi et al., 2008; Garthe et al., 2009). Cependant, la neurogenese hippocampique semble

également nécessaire a I'oubli, a la fois infantile et adulte (Akers et al., 2014; Epp et al., 2016).

La neurogenése hippocampique semble également nécessaire au processus de séparation

des patterns. Ainsi, I'augmentation de la survie des neurones immatures améliore les
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capacités de discrimination de patterns spatiaux (Creer et al., 2010; Sahay et al., 2011), et ces
capacités sont a l'inverse diminuées par une ablation de la neurogenése (Niibori et al., 2012;
Nakashiba et al., 2012).

Enfin, la formation de nouveaux neurones semble réguler certaines réponses émotionnelles,
en atténuant la réponse de stress (Bessa et al., 2009; Snyder et al., 2011), et leur déplétion
augmente l'anxiété et les comportements dépressifs en réponse au stress, sans toutefois
modifier les niveaux basaux d’anxiété chez les animaux (David et al., 2009; Kitamura et al.,
2009).

La neurogenese dans le BO présente également des fonctions comportementales majeures.
Les circuits neuronaux du BO recoivent, intégrent et filtrent les informations sensorielles issues
de neurones senseurs exprimant des récepteurs olfactifs (Wilson, 2008), et ont ainsi un role
prépondérant dans la discrimination, I'apprentissage et la mémoire des odeurs (Lazarini and
Lledo, 2011). Une des formes de la plasticité de ces circuits est I'intégration de nouveaux

neurones issus de la neurogenése de la ZSV (Malvaut and Saghatelyan, 2015).

Celle-ci pourrait d’abord participer au renouvellement des circuits : malgré des estimations
variables selon les approches (15-60%), un turnover substantiel est assuré par la génération
de nouveaux neurones a I'age adulte (Lagace et al., 2007; Imayoshi et al., 2008; Valley et al.,
2009).

Fonctionnellement, la neurogenése bulbaire est nécessaire a la mémoire olfactive a court-
terme et la discrimination d’odeurs similaires, réduites par l'ablation chimique de la
neurogenése (Breton-Provencher et al., 2009; Moreno et al.,, 2009). L’activation des
nouveaux neurones a également été directement impliquée dans la discrimination d’odeurs

similaires (Alonso et al., 2012).

La neurogenése bulbaire a également un role prépondérant dans I'apprentissage associatif
d’'odeurs : I'ablation de celle-ci diminue la capacité a associer activement les odeurs a un
stimulus (Lazarini et al., 2009; Sultan et al., 2010; Mandairon et al., 2011).

Par-dela des fonctions d’adaptation a I'environnement, ces processus de discriminations,
d’apprentissage et de mémoire des odeurs pourraient revétir une fonction sociale majeure,
puisque l'altération de la neurogenése adulte perturbe la reconnaissance sexuelle chez les

souris femelles, sans toutefois affecter le comportement maternel (Feierstein et al., 2010).

En dernier lieu, la neurogenése semble présenter des fonctions régénératrices limitées dans
le systéme nerveux central. En effet, les CSN sont multipotentes, et peuvent produire les trois
types cellulaires du lignage neural dans des contextes pathologiques vairés, tels qu’aprés

Iésion, ou suite a des dommages neurodégénératifs.
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1.3. Les progéniteurs subventriculaires

|.3.a. Etapes de la neurogenése sous-ventriculaire

Les CSN de la ZSV adulte sont majoritairement maintenues dans un état de quiescence
(cellules souches neurales quiescentes, CSNq), mais entrent sporadiquement en cycle
cellulaire (cellules souches neurales activées, CSNa) (Fig.5; Obernier and Alvarez-Buylla,
2019). Chez la souris, ces CSN représentent environ 7000 cellules par ZSV réparties sur le
mur latéral, et la partie antérieure du mur médial, et présentent un phénotype astrocytaire
hérité de la glie radiaire ; elles sont communément identifiées par des marqueurs astrocytaires
(Fig. Doetsch et al., 1999; Mirzadeh et al., 2008). La division des CSNa présente deux
fonctions : d’'une part, elle assure l'auto-renouvellement en produisant de nouvelles CSN
capables de retrouver un état quiescent, et d’autre part elle initie la neurogenése en produisant
des progéniteurs intermédiaires (Pl), des cellules mitotiques couramment suivies par
I'expression du marqueur ASCL1. Les Pl accomplissent au total 3 a 4 divisions successives
débouchant sur la formation de neuroblastes (NB) (Fig. 5; Ponti et al., 2013). Ces NB sont
engagés dans le lignage neuronal et perdent leur multipotence, mais conservent un potentiel
mitotique restreint accomplissant au maximum 2 divisions cellulaires avant leur maturation
(Ponti et al., 2013). Les NB ainsi produits, communément suivis par I'expression du gene de
différenciation neuronale Doublecortin (Dcx) (Zhang et al., 2010) entament alors un long

processus de migration jusqu’a leur destination finale, le BO.

qNSC aNSC NB

Figure 5 : Schéma des étapes de la neurogenese. Les CSNg (qNSC) s’activent
sporadiqguement pour devenir des CSNa (aNSC), qui proliferent et produisent des Pl (TAP).
Ces PI effectuent a leur tour des divisions successives et générent des neuroblastes (NB) qui
rejoindront le FMR pour migrer vers le BO.
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La filiation entre ces types cellulaires a été établie formellement en 1999 grace a I'étude de
Fiona Doetsch et collaborateurs de la structure de la ZSV aprés déplétion des cellules
mitotiques de la ZSV aprés linjection de cytosine D-B-arabinofuroside (AraC), un agent
antimitotique. Aprés cette déplétion des astrocytes, marqués par I'expression de la Glial
Fibrillary Acid Protein (GFAP), étaient a I'origine d’'un repeuplement de la ZSV et d’'une reprise
progressive de la neurogenése, marquée par la réapparition séquentielle des Pl puis des NB.

Parallelement, d’autres modéles d’identification des astrocytes subventriculaires ont été
utilisés pour étidier les CSN a l'origine de la neurogenése, comme par exemple le modele
GLAST::CrefR™ (Pastrana et al., 2009). Ce modele, qui nous fournit un bon exemple des
diverses stratégies génétiques de tracage de la progénie utilisées dans I'étude de la
neurogenése, permet la recombinaison spécifique des cellules exprimant le Glutamate
ASpatarte Transporter (GLAST), un autre marqueur astrocytaire, aprés traitement avec un

modulateur des récepteurs a I'oestrogéne, le tamoxiféne (TMX).

De nombreuses étapes séparent donc les CSN et leur progénie de l'état de cellule
différenciée : aprés une étape proliférative vient celle de la différenciation, suivie ou non d’'une
migration, puis vient une étape de maturation. Clarifions ici la nomenclature utilisée dans ce
manuscrit : le lignage neural comprend I'ensemble des populations souches, progénitrices et
différenciées, tandis que les termes de lignages neuronal, oligodendrocytaire et astrocytaire
désignent les cellules engagées de maniere théoriquement irréversible vers leur destins
cellulaires respectifs, qu’elles soient en différentiation, en maturation ou bien matures. La
désignation progéniteurs neuronaux (PN) correspond aux CSN, Pl et NB, tandis que celle de

progéniteurs oligodendrocytaires (PO) comprend les CSN, PI et CPO.
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[.3.b. Organisation de la ZSV

La ZSV constitue une zone trés organisée située a l'interface avec le ventricule latéral. On y
distingue 4 types cellulaires principaux : aux populations neurogéniques de CSN, de Pl et de
NB viennent s’ajouter les cellules épendymaires (CE) (Fig. 6; Lim and Alvarez-Buylla, 2016).
Ces types cellulaires sont localisés au sein de trois domaines distincts : un domaine apical
épendymaire (I), un domaine intermédiaire contenant les progéniteurs neuraux (Il), et un

domaine basal contenant des capillaires sanguins (I11).

Dans le domaine apical se situent des CE post-mitotiques qui possédent une morphologie
épithéliale polarisée, avec a leur surface des cils motiles qui permettent de distinguer deux
types de CE : une population de type 1 (CE1) présentant des clusters d’environ 50 cils motiles,
et une population de type 2 (CE2) présentant seulement 2 cils (Kriegstein and Alvarez-Buylla,
2009). Ces cils s’étendent dans le lumen du ventricule qui contient du liquide céphalo-rachidien
(LCR) porteur de nombreuses molécules de signalisation. A l'inverse, le mouvement des cils

des cellules CE1 peut générer un flux dans le LCR.

Si les CE semblent former une interface compacte et continue entre le lumen du ventricule et
le parenchyme cérébral, la microscopie électronique a révélé deux structures hautement
organisées permettant la communication entre le lumen et le domaine intermédiaire. D’'une
part, des clivages interstitiels entre les CE, nommés fractones permettent un passage controlé
de certaines molécules signalisatrices du LCR (Brightman, 2002; Mercier et al., 2002). D’autre
part, certaines CE2 présentent une organisation en rosace entourant les extensions apicales
de cellules du domaine intermédiaire : il s’agit des prolongements de CSN, qui présentent sur

ces prolongements un cil primaire non-motile en contact avec le LCR (Mirzadeh et al., 2008).

Les CSN présentent donc un prolongement apical, mais leur corps cellulaire est localisé dans
le domaine intermédiaire. Elles étendent également d’autres prolongements : d’'une part des
prolongements radiaux, par lesquelles elles contactent a la fois d’autres CSN, Pl et NB mais
aussi les fractones des CE, et d’autre part, un prolongement basal qui s’étend vers le domaine

basal et forme une interface avec les cellules endothéliales tapissant les capillaires sanguins.

Les PI présentent une morphologie compacte et sphérique, étendant peu de prolongements.
Leurs divisions successives rapides et leur absence de migration induit leur groupement sous

forme de clusters localisés tout au long du ventricule latéral (Doetsch et al., 1999).

Les NB, enfin, migrent par cluster le long du mur latéral pour rejoindre le FMR de la ZSV, ou
ils forment des chaines de migration caractéristiques, s’appuyant les uns sur les autres
(Wichterle et al., 1997). Leur morphologie, typique de cellules migratoires, présente un corps

cellulaire allongé, présentant aux extrémités de courts prolongements.
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Le maintien de cette architecture trés organisée semble essentielle a la fonction neurogénique

des progéniteurs neuraux; en effet, elle est diminuée suite a une déstabilisation des jonctions

apicales des CE (Paez-Gonzalez et al., 2011).
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Figure 6 : Architecture de la niche neurogénique de la ZSV. Représentation schématique
de l'organisation des types cellulaires présents dans la ZSV. Les CSN (bordeau et bleu foncé)
présentent des caractéristiques astrogliales. Les CSNq contactent d’'une part le ventricule
latéral (haut) et le LCR (CSF) par un prolongement apical situé entre des rosaces de cellules
épendymaires (jaune, apical) et d’autre part les vaisseaux sanguins (BV, rose) grace a un
prolongement basal. Elles produisent des CSNa, qui conservent ces caractéristiques
astrogliales et cette attache au réseau vasculaire. Ces CSN produisent des Pl (jaune,
intermédiaire), hautement mitotiques et qui produisent a leur tour des neuroblastes (vert)
engagés dans la différenciation neuronale. Adapté de Cutler and Kokovay, 2020.
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[.3.c. La grande migration
Un voyage de mille micrométres commence toujours par un premier pode.
Adapté d’un proverbe attribué a Lao-Tseu

Les NB néoformés se groupent en chaines de migration le long des vaisseaux sanguins de la
paroi ventriculaire pour rejoindre de multiples faisceaux de migration. Ces derniers sont situés
a 'extrémité dorso-latérale de la ZSV sous le corps calleux (CC), et s’étendent tout au long
du ventricule selon I'axe antéro-postérieur, tandis qu’un autre est formé a I'extrémité ventrale,
trouvé seulement sur la section la plus antérieure de la ZSV (Zhao et al., 2008). Les
neuroblastes migrent a travers ces faisceaux qui se rejoignent a I'extrémité antérieure du
ventricule pour former le flux migratoire rostral (FMR), une gaine astrocytaire entourant des
vaisseaux sanguins au long de laquelle les neuroblastes migrent en chaine (Fig. 7),
surplombant d’abord le noyau caudé du striatum dorsal puis traversant le noyau olfactif

antérieur (Martonc¢ikova et al., 2021).

Ce chemin apparait guidé par des vaisseaux sanguins qui suivent précisément le FMR sur
toute sa longueur. Le long de ces vaisseaux, les chaines de neuroblastes alternent entre des
phases stationnaires et des phases saltatoires de migration rapide (jusqu’a 300um/s)
(Wichterle et al., 1997). Les neuroblastes s’appuient alors les uns sur les autres, étendant
d’abord un lamellipode exploratoire pour former un contact cellule-cellule servant d’accroche
pour une translocation du corps cellulaire (Wichterle et al., 1997). Cette longue migration
s’étendant sur prés d’1,5 mm depuis la section postérieure du ventricule puis 3 mm au sein du
FMR (Zhao et al., 2008), s’achéve dans le bulbe olfactif ou les neuroblastes passent d’'un mode
de migration tangentiel a un mode radial indépendant du réseau vasculaire, pour rejoindre les
différentes couches du BO (Fig. 7). lls s’intégreront principalement dans la couche granulaire
(95%) et marginalement dans la couche périglomérulaire, ou ils entameront une différenciation
terminale sur 2 & 4 semaines pour devenir un interneurone fonctionnel (Petreanu and Alvarez-
Buylla, 2002; Lazarini et al., 2009).

L’ensemble de ce processus est marqué par une sélection drastique : chez la jeune souris
adulte, si chaque jour environ 10000 neuroblastes sont produits par la ZSV et empruntent le
FRM, seuls quelques milliers par jour rejoignent les différentes couches de 'OB, et parmi ceux-
ci, on estime que 50% seulement survivront aprés 45 jours pour s’intégrer durablement
(Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002). Ce processus de sélection semble dicté par I'activité des
jeunes neurones, qui promeut leur survie (Yamaguchi and Mori, 2005). A l'inverse, l'inactivité
induit soit l'apoptose, soit la phagocytose par des cellules microgliales, des jeunes

interneurones.
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Figure 7 : Migration des neuroblastes subventriculaires au bulbe olfactif. Le FMR
comprend des vaisseaux sanguins (jaune) suivant le FMR sur sa longueur, entourés par une
gaine d’astrocytes (bleus). Le long de ces vaisseaux, des neuroblastes (rouges) s’aggrégent
en chaines migratoires, autour desquelles s’accumulent des protéines de matrice
extracellulaire (vert). Les neuroblastes s’appuient sur les contacts cellules-cellules avec les
astrocytes et les vaisseaux sanguins pour migrer. A l'arrivée des neuroblastes au BO, les
neuroblastes adoptent individuellement un mode de migration radiale, indépendant des
chaines de migration, pour rejoindre les différentes couches du BO. Adapté de Huang et al.,
2009.

1.3.d. Hétérogénéite spatiale et microdomaines

Nous avons jusqu’ici considéré la neurogenése subventriculaire dans sa globalité, comme un
processus homogéne. Pourtant, elle produit in fine plusieurs types d’interneurones différents,
a la fois par leur phénotype et par leur localisation (Chaker et al., 2016). Ces différents destins
peuvent étre directement reliés a une hétérogénéité spatiale des CSN, dont la localisation le
long des axes antéro-postérieur et dorso-ventral est déterminante pour le type d’interneurones
générés (Fig. 8, A; Kohwi et al., 2005; Merkle et al., 2007, 2014). Ces localisations sont
déterminées par I'origine embryonnaire des microdomaines, ou la glie radiaire issue de régions
péri-ventriculaires distinctes donne naissance a des populations de CSN localisées dans des
domaines spécifiques de la ZSV adulte (Fuentealba et al., 2015). Cette identité positionnelle
est conservée apres la transplantation de CSN ventrales en région dorsale, ou l'inverse : elle
semble donc portée par des facteurs intrinséques aux CSN (Merkle et al., 2007). Cependant,
la signalisation joue également un réle majeur sur le destin des cellules, indiquant que cette

régionalisation est également le résultat de signaux extrinseques (lhrie et al., 2011).
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On dénombre actuellement 10 sous-types d’interneurones inhibiteurs produits par la ZSV,
associés a des microdomaines de la ZSV ou résident les CSN qui les produisent (Fig. 8, B).
Ces derniéres sont identifiées par I'expression de marqueurs déterminant leur identité, sur

lesquels nous reviendrons en détail dans le prochain chapitre.

- Les CSN Emxl+ de la région dorsale postérieure produisent des neurones
périglomérulaires tyrosine-hydroxylase+ ainsi que des cellules granulaires
superficielles (Lopez-Juérez et al., 2013).

- Les CSN ventrales postérieures Glil+ donnent naissances a des neurones
périglomérulaires calbindin+ (Ihrie et al., 2011; Merkle et al., 2014).

- les CSN latérales et ventrales Nkx2.1+ observées tout au long de l'axe antéro-
postérieur forment des neurones granulaires profonds (Merkle et al., 2014; Delgado
and Lim, 2015).

- Des CSN Sp8+ produisant des neurones calretinin+ périglomérulaires ou granulaires
au niveau du mur médial antérieur de la ZSV (L6pez-Juarez et al., 2013).

- Une sous-population de CSN antérieures Nkx6.2+ produisent 4 types d’interneurones
supplémentaires (Merkle et al., 2014).

L’ensemble de ces progéniteurs produisent donc les différents types d’interneurones du BO
issus de la neurogenése subventriculaire. Cependant, ces marqueurs du destin neuronal ont
récemment été complétés par I'ajout de deux marqueurs supplémentaires a une échelle plus
large. En effet, une étude de del Aguila et collaborateurs a trés récemment décrit une
expression mutuellement exclusive des facteurs de transcription Gsx2, exprimés par des CSN
des domaines dorsolatéral et latéral, et Olig2, exprimé dans des CSN des domaines latéral,
ventral et septal (del Aguila et al., 2022). Cette étude a également apporté une nuance
importante, en confirmant par des approches de fate-mapping que les différents types
d’interneurones distincts ne proviennent pas exclusivement des CSN de régions distinctes,
malgré la présence de tendances spatialement définies. Ainsi, les CSN Gsx2+ semblent
produire exclusivement des neurones calbindin+, mais les neurones calbindin+ ne sont pas
produits par les seules CSN Gsx2+. A l'inverse, la neurogenese issue des CSN Olig2+ produit

exclusivement des neurones calrétinines+ et tyrosine-hydroxylase+.
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En somme, les CSN de la ZSV forment une population hétérogéne organisée au sein de
microdomaines distincts, dont l'identité définit le destin neurogénique (Fig.8). Cette identité
semble reposer sur I'expression de facteurs de transcription spécifiques, qui peuvent d’'une
part étre influés par les signaux de la niche environnante, mais d’autre part étre impliqués dans
des boucles de régulation permettant une stabilité de leur expression indépendamment de leur
localisation.

Fate mapping
of OB neurons §
in the adult

Gsx2 (Lopez-Juarez et al., 2013)

Nkx2.1 (Delgado et al., 2015; Merkle et al., 2014)5455

Nkx6.2 (Merkle et al., 2014)%

Gli1 (Merkle et al., 2014)55

Pax6 (Lopez-Juarez et al., 2013; Kohwi et al., 2005; Hack et al., 2005)°3.°6°

Zic (Merkle et al., 2014)5°

Neurog2/Tbr2 (Brill et al., 2009)%°

Figure 8 : Microdomaines et destins neuronaux des progéniteurs neuraux. Les CSN
présentent une hétérogénéité spatiale et moléculaire (A), déterminant le type d’interneurones
qu’elles produisent (B). Les couleurs utilisées pour représenter les différents types
d’interneurones sur une coloration DAPI comprenant les différentes couches du BO (B). OB ;
bulbe olfactif ; EPL : couche extérieure plexiforme ; GC : cellules granulaires ; GL : couche
glomérulaire ; GCL : couche de cellules granulaires ; IPL : couche plexiforme interne ; MCL :

couche de cellules mitrales. Tiré de Chaker et al., 2016.
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|.3.e. L'oligodendrogenese subventriculaire

Les CSN Olig2+ ne sont cependant pas que neurogéniques. En effet, elles donnent également
naissance a 'autre lignage produit constitutivement par la ZSV : le lignage oligodendrocytaire,

qui aboutit a la production d’oligodendrocytes matures.

Le lignage oligodendrocytaire est le dernier a faire son apparition durant le développement
embryonnaire, apres les vagues de différenciation neuronales et astrocytaires (Tekki-Kessaris
et al., 2001). Trois vagues de production de cellules progénitrices oligodendrocytaires (CPO)
se succédent dans le développement cortical, a E12.5, E15.5 et apres la naissance. Ces CPO
se dissémineront ensuite dans le cerveau et donneront naissance a la majorité des

oligodendrocytes myélinisants (OLM) du systéme nerveux central (Kessaris et al., 2006).

Cependant, la ZSV produit également constitutivement une faible quantité d’oligodendrocytes
migrant vers le CC voisin, qui semblent issus de sous-population de progéniteurs neuraux
exprimant I'0Olig2, un facteur de transcription essentiel dans la différenciation
oligodendrocytaire (Menn et al.,, 2006). Une étude récente de I'équipe de Fiona Doetsch,
décrivant les populations des murs médial et latéral par un transcriptome de cellule unique, a
montré une forte hétérogénéité spatiale des progéniteurs orientés vers le lignage glial (Mizrak
et al., 2019). Ceux-ci semblent principalement présents le long du mur médial, dans lequel les

progéniteurs neuraux sont restreints a la zone la plus antérieure.

Cependant, comme discuté dans la section précédente, les cellules Olig2+ ne produisent pas
exclusivement des cellules oligodendrocytaires, mais générent également divers types
d’interneurones. Une élégante étude de fate-mapping a montré qu’in vivo, les CSN activées
n’engendraient des progéniteurs que d’un seul lignage, suggérant une exclusion mutuelle des
deux orientations, oligodendrocytaires et neuronales, qui surviendrait & un stade précoce de

la neurogenése (Ortega et al., 2013).
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l.4. Mécanismes moléculaires de la neurogenese

Apres cette présentation des grandes propriétés des populations impliguées dans la
neurogenése, écartons-nous désormais de cette échelle cellulaire pour explorer en détail les
propriétés moléculaires des différents acteurs. Nous commencerons donc par passer en revue
les différents marqueurs protéiques utilisés pour définir les populations, avant d’explorer

guelques mécanismes moléculaires majeurs a I'ceuvre dans la neurogenése.

l.4.a. Les marqueurs des populations

De nombreux marqueurs des CSN ont été proposés chacun présentant des limites
importantes (Fig. 9). La GFAP utilisée communément est ainsi exprimée par de hombreux
astrocytes parenchymaux. La Prominin-1 (CD133) est exprimée de maniere variable par les
CSN, et est également fortement exprimée par les cellules épendymaires voisines
(Beckervordersandforth et al., 2010). La Nestine est exprimée par les CSNa mais pas les
CSNq, ainsi que par certains PI, et 'TEGFR et Tailless (TIx) sont exprimés par les populations
cyclantes (Pastrana et al., 2009; Shi et al.,, 2004). Le Glutamate Aspartate Transporter-1
(GLAST) est présenté a la fois par des CSN et certains Pl (Nam and Benezra, 2009). Le
marqueur de surface Lewis X/SSEA-1 (CD15) est fortement exprimé par les CSNq, et plus
faiblement par les CSNa (Shen et al., 2008; Morizur et al., 2018). VCAM-1 est exprimé au cil
apical des CSNgs, et a été utilisé recemment pour enrichir la fraction souche dans des
expériences de single-cell RNA-seq (Kokovay et al., 2012; Cebrian-Silla et al., 2021). Enfin, le
marqueur de surface Tnfrsf19 (Troy) a récemment été identifié€ comme exprimé sur les CSNqgs
(Basak et al., 2018).

Cette quéte des marqueurs de CSN n’est cependant pas achevée, puisque récemment, a été
remise en lumiére une sous-population de cellules dites B2, qui correspondent a des CSN
sans processus apical (Doetsch et al., 1999; Obernier et al., 2018; Baur et al., 2022). Au cours
du vieillissement, elles semblent acquérir un réle important dans l'initiation de la neurogenése,
cependant leur expression des marqueurs usuels des CSN est encore mal documentée (Baur
et al., 2022). Ces cellules seraient responsables d’'un maintien relatif de la neurogenése au
cours du vieillissement, qui contraste avec le déclin massif des populations des astrocytes B1
apicaux (Obernier et al., 2018). Ces travaux révélés par I'étude du vieillissement pourraient
expliquer certaines difficultés de caractérisation des CSN a un age plus avancé : la majorité
des travaux sur la neurogenese adulte utilise des souris jeunes (2 & 3 mois), ou la neurogenese

découle principalement de cellules apicales.
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Les PI forment une population intermédiaire multipotente qui est usuellement caractérisée par
I'expression de marqueurs tels que 'EGFR, ou les facteur de transcription DLX2 et ASCL1,
qui sont nécessaires a la neurogenéese (Fig. 9, Parras et al., 2004; Brill et al., 2008; Lim and
Alvarez-Buylla, 2016). Pour distinguer les NB, les marqueurs les plus courants sont la
Doublecortine X (DCX) et la -1l TUBULIN (Tubb3), des protéines associées aux microtubules
(Fig. 9, Lim and Alvarez-Buylla, 2016). On trouve également la forme polysyalilée de la Neural
cell Adhesion Molecule, PSA-NCAM (issu du géne Ncam1), qui marque les neuroblastes en
migration (Doetsch et al., 1997). L’expression des Glutamate decarboxylase GAD1 et GAD2,
impligués dans la production du neurotransmetteur GABA a également été utilisée pour tracer
ces cellules. Enfin, le CD24, une sialoglycoprotéine de surface, sert a 'adhésion cellulaire et
présente un niveau d’expression intermédiaire dans les NB, et trés élevé dans les cellules

épendymales (Doetsch et al., 1999).

gqNSC

Figure 9 : Principaux marqueurs des populations neurogéniques.
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La description de [I'expression de ces différents marqueurs dans les populations
neurogeéniques a permis I'émergence de différentes stratégies mettant a profit I'expression
d’antigénes de surface pour isoler les cellules vivantes par tri cellulaire, basé sur la cytométrie
en flux. Notre laboratoire a ainsi mis au point une stratégie de tri cellulaire basée sur
I'expression de trois marqueurs, le CD15 (LEX), TEGFR et le CD24. Cette stratégie permet
d’isoler les CSNg LEXP""EGFR"CD24, les CSNa Lex*EGFR*CD24, les PI LEXEGFR*CD24
, et les NB LEXEGFR'CD24" (Daynac et al., 2013; Pastrana et al., 2009). Cette stratégie a
révélé I'existence d’une fraction de cellules exprimant a la fois 'EGFR et le CD24, qui semblait
donc intermédiaire entre les PI et les NB. Une premiére caractérisation de cette population a
montré qu’il s’agissait de cellules plus prolifératives que les Pl et que les NB, plus nombreuse
gue les CSNa et les PI réunis, et qui aprés déplétion des populations cyclantes par irradiation,
réapparaissait aprés les Pl mais avant les neuroblastes. De plus, au niveau ARN, cette
population exprimait a la fois un marqueur de PI, I'Ascl1, et un marqueur de NB, les
neuroblastes, montrant un état intermédiaire entre les Pl indifférenciés et les NB différenciés.
Pour ces raisons, cette nouvelle population a été baptisée neuroblastes immatures (NBI), par
opposition aux cellules EGFR'CD24*, que nous appellerons neuroblastes matures (NBm)
(Daynac et al., 2013).

I.4.b. Des populations hétérogénes a I'échelle transcriptomique

Si les différentes stratégies d’identification des populations basées sur des marqueurs
cellulaires ont permis des avancées essentielles dans la compréhension des mécanismes
régulateurs de la neurogenése, la combinaison d’'un nombre réduit de marqueurs cellulaires
ne semble pas une approche suffisante pour la caractérisation précise des diverses sous-
populations neurogéniques. En effet, le récent avenement des techniques de séquencage de
'ARN de cellule unique a permis a des études de plus en plus nombreuses d’examiner
'hétérogénéité des populations neurogéniques (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Mizrak et al.,
2019; Dulken et al., 2019; Cebrian-Silla et al., 2021; del Aguila et al., 2022).

La description moléculaire de la neurogenése offerte par ces approches revét des différences
fondamentales avec le modéle cellulaire de la neurogenése que nous avons considéré
jusqu’ici (Fig. 10). En effet, les analyses bioinformatiques de ces jeux de données tres riches
cherchent a rassembler les cellulaires transcriptomiquement proches au sein de clusters.
L’expression de marqueurs préalablement caractérisés permet alors d’attribuer ces clusters
aux différentes populations connues (Fig. 10, A). Les populations aisément identifiables par
ce processus sont les astrocytes, qui contiennent parfois les CSNq, les CSNa, PI et NB, les

populations de CPO et d’OL, et les différents types cellulaires de la ZSV ne faisant pas partie
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du processus neurogénique (cellules épithéliales, épendymaires, microglie, neurones). En
revanche, ces populations identifiées ne contiennent que les cellules qui ne sont pas
activement prolifératives (Fig. 10, A-B) : en effet, toutes les cellules prolifératives, incluant les
Pl, les CSN et NB en cours de cycle cellulaire, sont d’abord rassemblées dans des clusters
définis par le statut prolifératif. Pour cause, les changements transcriptomiques majeurs
prenant place au cours du cycle masquent les différences d’expression des marqueurs usuels
des étapes de la neurogenése, et empéchent d’identifier 'appartenance des cellules cyclantes
aux populations du modéle de neurogenése classique (Fig. 10, C). En conséquence, peu
d’études ont réussi a établir des distinctions parmi les cellules cyclantes de la ZSV (Llorens-
Bobadilla et al., 2015; Dulken et al., 2019; Cebrian-Silla et al., 2021).

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

Figure 10.: Modele moléculaire de la neurogenése. Le modéle d’oiseau neurogénique
observé par Cebrian-Silla et collaborateurs illustre le probleme de la caractérisation
moléculaire des cellules mitotiques. Alors que la prolifération des différentes populations (A) a
été montrée a de nombreuses reprises a I'échelle cellulaire, les cellules mitotiques (B) sont
rassemblées indistinctement a I'écart des populations connues. (C) Les algorithmes de
pseudo-temporalité ne parviennent pas a distinguer les différentes populations a travers les
cycles cellulaires. Les CSNa, PI, et NB cyclants ne sont donc pas identifiés. Tiré de Cebrian-
Silla et al., 2021.
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Une seconde différence majeure ressortant de ces études est la difficulté, voire 'impossibilité,
d’utiliser des marqueurs protéiques uniques pour définir les différentes populations avec
exactitude. Il en résulte que dans la majeure partie de ces études, plutét que d’identifier un ou
guelques marqueurs permettant de distinguer avec exactitude deux sous-populations parmi
une population globale, des listes de génes enrichis dans 'une ou l'autre des sous-populations
sont établies. Ces signatures géniques peuvent alors étre utilisées dans d’autres jeux de
données pour discriminer entre les deux populations, en observant I'expression normalisée

des genes listés au sein des populations.

Par exemple, plusieurs études pu dresser des listes de genes enrichis dans les astrocytes par
rapport aux CSNg, ou distinguant les différentes populations astrocytaires identifiées, sans
pouvoir relier ces populations a une sous-population observée ex vivo (Mizrak et al., 2019;
Cebrian-Silla et al., 2021; del Aguila et al., 2022). En combinant ces techniques avec des
informations spatiales, quelques études ont également produit des signatures enrichies dans
les CSN de domaines donnés de la ZSV, comme des signatures des cellules ventrales ou
dorsales (Cebrian-Silla et al., 2021), ou des signatures du mur latéral ou septal (Mizrak et al.,
2019).

L’analyse des transcriptomes de cellules uniques apporte donc un éclairage nouveau sur
l'identité moléculaire des populations neurogéniques, avec une résolution inégalée.
Néanmoins, de nombreuses études supplémentaires seront nécessaires pour réconcilier le
modéle classique de la neurogenése avec cette description moléculaire, et identifier avec
précision les sous-populations de progéniteurs neuraux. Ces analyses apportent cependant
des informations précieuses sur les mécanismes de régulation a I'ceuvre au cours de la
neurogenése. Nous allons désormais nous attacher a décrire certains des plus importants de

ces mécanismes.

l.4.c. Les principaux facteurs de transcription

Plusieurs facteurs de transcriptions essentiels au maintien en quiescence ont été identifiés.
Par exemple, Emx2 est exprimé par les CSNg mais non par les CSNa, et sa suractivation ou
son inhibition in vitro empéche ou favorise respectivement la prolifération (Galli et al., 2002).
La famille des Inhibitor of DNA Binding (ID), des antagonistes de facteurs de transcription, sont
exprimées dans les CSN et down-régulés dans les PI, et sont nécessaires au maintien des

liaisons intégrines des CSN au réseau vasculaire (Nam and Benezra, 2009; Niola et al., 2012).

Les facteurs de transcription de la famille Sox jouent des réles centraux a plusieurs étapes de

la neurogenése (Kirsten Obernier and Alvarez-Buylla, 2019). Le mieux connu d’entre eux,

36



Sox2, est essentiel a la neurogenese (Ferri et al., 2004). Son activité enhancer sur les
séquences génomiques qu’il cible peut étre modulée par sa dimérisation avec d’autres
membre de la famille Sox et peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles
modulant son activité (Sarkar and Hochedlinger, 2013). Son expression est élevée dans les
CSN et les PI, et décroit a 'engagement dans le lignage neuronal (Ellis et al., 2004). Il posséde
un role fondamental dans la balance entre quiescence et prolifération, et est nécessaire au
maintien de la pluripotence (Rehfeld et al., 2015). Son expression et son activité sont modulées
par de nhombreuses voies de signalisation, qui font de Sox2 un élément clé du contrble des
phases précoces de la neurogenese (Sarkar and Hochedlinger, 2013; Rehfeld et al., 2015).

Par exemple, Sox2 est impliqué dans boucle de régulation complexe avec le répresseur
transcriptionnel TIx : Sox2 promeut I'expression de Tlx, qui est capable de réprimer sa propre
expression (Shimozaki et al., 2012). La balance Sox2/TIx semble nécessaire a la régulation
de l'activité proliférative, suggérant que I'expression de Sox2 empéche la répression de TIx
par lui-méme, répression nécessaire a l'engagement dans la différenciation neuronale
(Shimozaki et al., 2012).

Un autre facteur essentiel du maintien de la prolifération est Ascll, que nous avons mentionné
comme marqueur des Pl. Ascl1 est impliqué dans la prolifération et 'engagement des

progéniteurs a la fois neuronaux et oligodendrocytaires (Parras et al., 2004).

Le facteur de transcription Pax6 est nécessaire in vitro a l'orientation neuronale des PN, et
cette activité requiert la présence de la sous-unité Brgl du complexe de remodelage de la
chromatin Brama-associated factor (BAF) (Ninkovic et al., 2013).

l.4.d. Contréles transcriptionnels : les modifications épigénétiques

La neurogenése met en jeu des réseaux transcriptionnels complexes notamment d’importants
remodelages de la chromatine par des modifications épigénétiques. Ces modifications
d’histones, modulent 'accés des facteurs de transcription a des régions données du génome,
sont transmises a la progénie (Jenuwein and Allis, 2001). Les modifications épigénétiques
permettent ainsi réguler la transcription des genes ou clusters de genes, et ont un réle clé dans
la perte de plasticité associée a la différenciation (Wu and Sun, 2006). Dans la neurogenése
adulte, de nombreux processus de modifications épigénétiques sont ainsi impliqués dans

'engagement dans la différenciation.

BN

Plusieurs histones désacéthylases (HDAC), des protéines associées a la répression
transcriptionnelle, sont exprimées différentiellement selon les stades de la neurogenése :

D’aprés une étude, HDAC1 est exprimée dans les CSN puis son expression diminue, tandis
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gue HDAC2 est exprimée dans les NB (Foti et al., 2013). Cependant, il a été récemment
rapporté qu’une fraction des cellules de chaque population expriment HDAC1 ou 2 ; l'identité
précise des cellules exprimant HDAC 1 et 2 reste donc encore a élucider (Nieto-Estevez et al.,
2022). HDAC3 est exprimé par I'ensemble des PN (Jiang and Hsieh, 2014)

L’inhibition pharmacologique des HDAC conduit a une nette diminution de la neurogenése
(Foti et al., 2013; Nieto-Estevez et al., 2022). HDAC1 et 2 sont nécessaire a la différenciation
neuronale in vitro (Jawerka et al., 2010; Nieto-Estevez et al., 2022). HDAC3, comme son
homologue HDACS5, sont des co-répresseurs de TIX, qui inhibent ainsi I'expression de la
Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor 1 (p21), levant 'inhibition de la Cycline Dependant Kinase
1 (Cdk1), une protéine du checkpoint nécessaire a la mitose (Sun et al., 2007; Jiang and Hsieh,
2014). Malgré ces éléments, I'expression continue des HDAC dans les PN suggére des rbles

différentiels selon les stades de la neurogenése.

Une autre modification épigénétique majeure est la triméthylation des lysines 27 des histones
3 (H3K27me3), soumise a la régulation des Polycomb Repressive Complex 1 et 2 (PRC1/2)
(van der Vlag and Otte, 1999). PRC2 effectue cette méthylation grace a sa composante
Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), et PRC1 réprime I'expression des régions porteuses de
ces H3 méthylés, ce qui nécessite la protéine B cell-specific Moloney murine leukemia virus
integration site 1 (BMI-1) dans ce complexe (Viré et al., 2006; Park et al., 2004).

Cette activité H3K27me3 est nécessaire a I'auto-renouvellement des CSN, et une baisse
d’expression de Bmi-1 engendre un déficit de prolifération, suggérant un réle important dans
le maintien en quiescence (Fasano et al., 2009; He et al., 2009). Ezh2 est exprimé dans les
CSN et Pl de la ZSV, et présente 2 roles séparés : d’'une part, sa répression favorise la
prolifération des CSN, tandis qu’a l'inverse, son expression induit la différenciation neuronale
et inhibe I'expression d’Olig2, un facteur de transcription central dans la différenciation

oligodendrocytaire (Szulwach et al., 2010; Hwang et al., 2014).

La DNA méthyltransférase 3a (DNMT3A) est exprimée dans le cerveau spécifiguement dans
les zones neurogéniques (Wu et al., 2010). Elle promeut la différenciation neuronale en
méthylant 'ADN au niveau d’flots CpG proches de promoteurs de génes tels que DIx2, pour
empécher leur répression par d’autres modifications épigénétiques (Wu et al., 2010). Dnmt3a

semble donc participer a 'engagement dans la différenciation neuronale.

Les modifications épigénétiques constituent donc une couche de régulation de I'expression
génique qui vient s’ajouter a l'activité des facteurs de transcription. Cet ensemble aboutit a une

régulation fine de la transcription au cours des différentes étapes de la neurogenése.
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l.4.e. Contrbles post-transcriptionnels

L’ensemble des processus que nous venons d’aborder permettent une régulation fine de la
transcription des genes au cours de la neurogenese. Néanmoins, la production des ARN
donne lieu a une étape supplémentaire de régulation génique, qui intervient au niveau post-
transcriptionnel (Chan et al.,, 2022; Fisher and Feng, 2022). Ces modifications sont
orchestrées par les protéines de liaison a 'ARN (PLA), des protéines se liant aux ARN pour
réguler leur destin. Chaque PLA présente des affinités différentes pour certains ARNSs ; ainsi,
l'activité d’'une PLA conduit a des altérations spécifiques de I'expression de génes cibles.
Plusieurs mécanismes sont mis en ceuvre par les PLA, dont la polyadénylation, le clivage, la
stabilisation, la dégradation, la localisation, la traduction, ou encore I'épissage alternatif
(splicing) (Fisher and Feng, 2022).

Les modifications de 'ARN présentent des fonctions majeures dans un large panel de
processus cellulaires, et particulierement important dans le lignage neuronal. En particulier,
I'épissage alternatif, qui désigne la rétention différentielle d’exons dans un transcrit, joue un
réle critique (Lara-Pezzi et al., 2017). Cet épissage est régulé par les régulateurs de I'épissage
RNA (REA), dont plusieurs semblent avoir des r6les majeurs dans la neurogenése adulte,
impliquant des régulations complexes (Chan et al., 2022).

Par exemple, abnormal vision-like 4 (ELAVL4) est nécessaire a différenciation des
progéniteurs neuraux (F. Wang et al., 2015). Il agit en se fixant sur la région non-traduite 3’
(3-UTR) de 'ARNm de Special AT-rich DNA-binding protein 1 (Satbl), et provoque sa
stabilisation (Bronicki and Jasmin, 2013). SATB1 est un régulateur transcriptionnel essentiel
pour la différenciation neuronale, qui induit d’'une part une expression de NeuroD1, lui aussi
nécessaire a la différenciation neuronale, mais induit également l'expression d’Elavi4,
produisant une boucle de régulation positive qui suggére un engagement dans la

différenciation neuronale (F. Wang et al., 2015).

Un nombre croissant d’autres régulateurs des modifications post-transcriptionnelles et de
'épissage ont été identifiés pour leur implication dans la neurogenése, et suggere que ce
niveau de régulation soit essentiel pour la progression des progéniteurs neuraux dans le

lignage neuronal (Chan et al., 2022).
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l.4.f. Hypoxie

L’'un des facteurs régulant les niches de cellules souches adultes est I'accés a I'oxygéne, qui,
dans la neurogenese adulte, semble avoir un réle a la fois dans la maintenance des niches
neurogéniques et dans la prolifération (Li et al., 2021). Le cerveau des mammiféres maintient
une tension en oxygéne plus basse que l'air ambiant (1 & 8%), et la ZSV semble conserver
une tension en oxygéne similaire (Dings et al., 1998; Panchision, 2009). Une partie importante
de la réponse cellulaire est médiée par le principal senseur de I'hypoxie, Hypoxia-Inducible
Factor 1la (HIF1a) (Majmundar et al., 2010). Dégradé en conditions normoxiques, HIF1a est
phosphorylé en situation d’hypoxie, provoquant sa translocation vers le noyau ou il joue un

réle de facteur de transcription promouvant I'expression d’une centaine de génes.

HIF1la est nécessaire au maintien de la niche neurogénique de la ZSV : en effet, sa délétion
conditionnelle dans les cellules exprimant la nestin inhibe leur sécrétion de VEGF, entrainant
une altération du réseau vasculaire de la niche (H.-L. Lee et al., 2016). HIF1a agit également
comme un suppresseur de la différenciation neuronale en promouvant I'expression du facteur

de transcription Hairy Enhancer of Split 1 (Hesl) (Vecera et al., 2020).

La régulation de la tension en oxygéne dans la niche neurogénique apparait donc comme un
facteur essentiel au maintien de la prolifération des progéniteurs neuraux en conditions
physiologiques, et sa modification influe sur la neurogenése. A cette régulation moléculaire du
microenvironnement s’ajoutent de nombreuses régulations basées sur la communication des

cellules de la ZSV, que nous allons maintenant passer en revue.
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Chapitre Il

Régulations de la neurogenese subventriculaire

La ZSV recoit de nombreux signaux extracellulaires de différentes origines, qui peuvent
engendrer des réponses a chaque étape de la neurogenése, avec des conséquences variées.
Certains peuvent affecter la balance quiescence/prolifération, comme la signalisation Notch,
dont I'altération provoque un pic de prolifération suivi d’'un épuisement des réserves de CSN,
menant ultimement & une perte de la neurogenése (Imayoshi et al., 2010). D’autres peuvent
promouvoir la différentiation neuronale, comme le miR-124-3p, ou a l'inverse favoriser un
destin glial comme le FGF2 (Cheng et al., 2009; Lim et al., 2000).

La ZSV constitue donc un microenvironnement qui est le réceptacle de nombreuses
signalisations provenant de sources diverses (Fig. 11). Il existe d’abord une communication
entre les cellules qui la composent, qui peuvent agir par contact, ou bien en sécrétant des
molécules de signalisation ou de matrice extracellulaire, et exercent donc une modulation
paracrine de l'activité des cellules voisines. Mais il existe également trois autres types de
signaux, issus du systéme nerveux central : les signaux ventriculaires transmis par le biais du
LCR et des cellules épendymaires, les signaux nerveux issus d’afférence provenant de
plusieurs zones de l'encéphale, et enfin des facteurs sanguins sécrétés a I'échelle de
lorganisme et diffusibles a travers les cellules endothéliales: on parlera alors d'une
signalisation endocrine. Les voies de signalisation peuvent méler plusieurs acteurs d’origines
différentes, par exemple avec l'inhibition du BMP7 sécrété par le plexus choroide par le Noggin

produit par les cellules épendymaires.

Dans ce chapitre, nous considérerons comme endocrines les voies de signalisation impliquant
au moins un acteur endocrine. Nous passerons ainsi en revue les différentes signalisations
affectant les PN par ordre de proximité, en partant des signalisations paracrines, les plus

intimes, puis en élargissant notre champ jusqu’aux acteurs les plus lointains.
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II.1. Les signalisations locales : régulations paracrines

[I.1.a. Signalisation calcique entre les CSN

Les CSN sont liées par des jonctions dites « gap junctions », qui permettent d’échanger des
signaux paracrines par liaison directe de ligands a des récepteurs liés a la membrane, et de
transmettre des courants ioniques (Quifilones-Hinojosa et al., 2006). La visualisation directe
de la concentration calcique a permis de montrer non seulement des oscillations calciques
spontanées dans les CSN et les NB mais également la propagation intercellulaire de vagues
calciques par les gap junctions (Domenichini et al., 2018; Maslyukov et al., 2018; Lacar et al.,
2011). Ces variations calciques intracellulaires peuvent réguler l'activation de voies de
signalisations et de facteurs de transcription (Hogan et al., 2003). lls sont a la fois nécessaires
pour le maintien en quiescence, i.e. par la signalisation GABAergique (cf 1l.1.b, Daynac et al.,
2013), et pour I'activation des CSN (Kong et al., 2008). Cette transmission directe cellule-a-
cellule au sein des populations de CSN pourrait constituer une maniére de transmettre les
signaux extérieurs pergus par une sous-population de CSN a I'ensemble de la population, et

d’ainsi potentialiser la réponse a une signalisation donnée.

Fractones

Figure 11: Signalisations paracrines et sanguines de la ZSV. De nombreux signaux
régulant la neurogenése sont sécrétés par les différents types cellulaires présents la niche
neurogénique. Il s’agit alors de régulations paracrines (violet). D’autres régulations diverses
proviennent de I'extérieur de la ZSV, comme les signaux sanguins sécrétés par les cellules
épithéliales ou les péricytes. A: NB; B: CSN; C: Pl; E: cellules épendymaires ; BV :
capillaires sanguins. CP : plexus choroide. Tiré de Obernier and Alvarez-Buylla, 2019.
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[I.1.b. La signalisation GABAergique

Au sein de la niche neurogénique, les NB en migration libérent du GABA durant leurs phases
saltatoires. Ce neurotransmetteur active alors des récepteurs GABAergiques GABAa exprimeés
par les CSN, et les Pl provoquant une dépolarisation membranaire (Young et al., 2010), qui
induit 'ouverture des canaux sodiques voltage-activés Cavl.2 et Cav3.1l présents dans les
CSN et leur progénie (Khatri et al., 2014) et une augmentation du calcium intracellulaire. Si
cette signalisation GABAergique conduit & un arrét du cycle cellulaire dans les cellules
réceptrices, celui-ci a des conséquences différentes selon le type cellulaire affecté: ainsi, si
elle participe au maintien en quiescence des cellules souches (Daynac et al., 2013), elle

favorise la sortie du cycle cellulaire et I'entrée en différentiation des Pl (Tozuka et al., 2005).

Cette signalisation GABA peut cependant étre modulée par le Diazepam Binding Inhibitor
(DBI), sécrété par des CSN et une fraction des Pl (Alfonso et al., 2012). Le produit
proteolytique octadecaneuropeptide (ODN) issu de sa protéloyse favorise la prolifération des
CSN et PI, en inhibant les courants induits par l'activation des récepteurs GABAa,

vraisemblablement par inhibition compétitive (Alfonso et al., 2012).

[I.1.c. La signalisation Notch

La voie de signalisation Notch, treés conservée évolutivement, implique chez les mammiféres
4 récepteurs transmembranaires, Notchl, 2, 3 et 4 (Javed et al., 2021). lls sont activés par
liaison de leurs ligands Delta-like 1/2/3 et Jaggedl/2, des protéines transmembranaires
présentes a la surface des cellules qui les expriment. La voie Notch est donc une signalisation
paracrine reposant sur des contacts cellule-cellule. L’activation des récepteurs Notch par leurs
ligands provoque un clivage protéolytique libérant le Notch IntraCellular Domain (NICD) qui
est alors transduit vers le noyau, ou il se lie a facteurs et co-facteurs de transcription tels que
RBPj/CBF-1 et Maml1-3, respectivement, mais qui peuvent varier selon le récepteur Notch
activé (Imayoshi et al., 2013). Cette liaison change I'activité des de ces facteurs, qui passent
de co-répresseurs a co-activateurs des genes cibles de la voie Notch. Ceux-ci comprennent
un large panel d’autres régulateurs de la transcription, tels que les genes répresseurs
transcriptionnels Hes, c-Myc, la cycline D1, la cycline-dependent kinase inhibitor 1 (CDK1), le
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), ou encore SOX2
(Javed et al., 2021).
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La voie de signalisation Notch joue un role prépondérant dans le développement embryonnaire
et conserve un r6le majeur dans la neurogenese adulte (Imayoshi et al., 2013). Dans cette
derniére, la signalisation Notch semble avoir plusieurs roles, dépendant notamment du

récepteur Notch exprimé (Kawai et al., 2017).

La signalisation Notch est essentielle au maintien en quiescence, et la délétion de son
effecteur Rbpj dépléte la niche aprés une entrée en prolifération et en différenciation neuronale
massive (Imayoshi et al., 2010). Le récepteur Notch2 est exprimé par les CSNq, et leur
activation réprime la différenciation neuronale et est essentielle au maintien de leur caractére
souche (Gaiano and Fishell, 2002). Le récepteur Notch3 est restreint aux CSNq des parties
ventrales et latérales du ventricule, et contribue également a leur maintien en quiescence
(Kawai et al., 2017). A linverse, Notch1 est exprimé par les CSNa, dans lesquels il est
essentiel a la prolifération (Basak et al., 2012). Cependant, la signalisation EGFR active dans
les cellules prolifératives induit I'expression de Numb et Numbl, qui répriment I'expression de
Notchl (Aguirre et al., 2010).

L’activité Notch induit 'expression de Hes1 et Hes5, nécessaires a la neurogeneése, et qui
répriment I'expression de différents génes de différenciation neuronale (Kageyama et al.,
2005). Notamment, Hes1 réprime I'expression du promoteur de la différenciation neuronale
Ascl1, tandis qu’a l'inverse, Ascl1 et la Neurogenin2 (Ngn2), exprimés dans les PI, induisent
I'expression des ligands de Notch DII1 et Jaggedl, suggérant une boucle de régulation
négative des cellules prolifératives sur les cellules quiescentes (Chen et al., 1997; Castro et
al., 2006).

Bien que les dynamiques complexes de la signalisation Notch dans la ZSV ne soient pas
encore complétement élucidées, celle-ci apparait comme essentielle a la régulation de la
balance entre quiescence et prolifération des CSN, et apparait comme un mécanisme
paracrine de régulation des précurseurs indifférenciés par les cellules neurogéniques plus

avancées dans la différenciation.
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[I.2. Les signaux endocrines

[I.2.a. Signaux sanguins

La niche subventriculaire est intrinséquement liée au réseau vasculaire, et de nombreux
signaux venus du sang régulent l'activité neurogenique a différentes étapes (Fig. 11). Les
capillaires sanguins possédent un pouvoir attracteur sur les CSN : non seulement elles
étendent jusqu’a eux un processus basal en conditions physiologiques, mais aprés
transplantation, elles s’orientent également vers les capillaires de la niche (Mirzadeh et al.,
2008; Kokovay et al., 2010). Elles contactent ainsi les cellules endothéliales tapissant les
capillaires de la niche neurogénique. Ces cellules endothéliales fournissent au cerveau une
protection unique dans l'organisme : ses parois vasculaires, surnommeées barriere hémato-
encéphalique, sont bien moins perméables que dans les autres organes (Zhao and Zlokovic,
2017). Malgré cela, les cellules endothéliales sont perméables a certaines molécules de

signalisation ainsi que des éléments nutritifs.

Les cellules endothéliales tapissant les capilllaires sanguins de la ZSV expriment la chimiokine
stromal-derived factor 1 (SDF1/CXCL12) (Zhu et al., 2019). Cette expression de SDF1 est a
la fois nécessaire au contact des CSN avec les capillaires, mais aussi a leur orientation aprés
transplantation (Kokovay et al., 2010; Zhu et al., 2019). Les cellules prolifératives se lient aux
cellules SDF1-positives par le biais de leur récepteur CXCR4, et la déplétion de CXCR4 dans
les cellules CSNa Nestine+ résulte en une augmentation de leur prolifération a court-terme,
suggérant que la signalisation SDF1 puisse étre un facteur limitant de la prolifération (Zhu et
al., 2019).

L'EGF est un facteur de croissance qui promeut la prolifération des PN ; il est méme
nécessaire a leur culture in vitro (Reynolds and Weiss, 1992). In vivo, linjection
intraventriculaire d’EGF stimule la prolifération des CSNa et Pl, au détriment de la
différenciation neuronale (Doetsch et al., 2002; Gampe et al., 2011). La voie de signalisation
canonique de 'EGFR débute avec la liaison de ligands a un dimére comprenant 2 des 4
récepteurs de cette famille de tyrosine kinases (Erb1-4, Erb1 est appelé EGFR) (Normanno et
al., 2006). La cascade de signalisation résultant de cette activation est extrémement complexe.
Dans les PN de la ZSV, elle induit la signalisation MAP Kinase, par phosphorylation de CREB
et ERK, ainsi que la voie Akt/PI3K (Normanno et al., 2006; Gampe et al., 2011). La betacellulin
(BTC) est un ligand commun a I'EGFR et I'Erb4, et est sécrétée par les cellules endothéliales
ainsi que par le plexus choroide (Gémez-Gaviro et al., 2012). Les CSNa et les PI expriment
'EGFR, tandis que les NB expriment 'Erb4 ; ainsi, l'injection de BTC n’induit pas seulement
la prolifération des CSNa et PI, elle favorise également celle des NB (Gomez-Gaviro et al.,
2012).
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Figure 12: Signalisations ventriculaires et synaptiques. En plus des signaux paracrines et
sanguins, la niche neurogénique recoit de nombreuses communication issues du LCR, ainsi
gue des influx nerveux provenant de connexions neuronales afférentes provenant régions
diverses du cerveau. A: NB; B: CSN; C: PI; E: cellules épendymaires ; BV : capillaires
sanguins. CP : plexus choroide. Tiré de Obernier and Alvarez-Buylla, 2019.

[1.2.b. Les fractones

Le LCR contenu dans les ventricules latéraux contient de nombreux ions et protéines de
signalisation, dont des facteurs de croissances, des cytokines, des chimiokines et des
neurohormones. Ces molécules peuvent étre sécrétées par le plexus choroide (Zappaterra
and Lehtinen, 2012), les organes circumventriculaires (Frautschy et al., 1991), ou les cellules
de la ZSV (Bain et al., 2013) (Fig. 12).

Les cellules épendymaires sont perméables a de nombreuses molécules de signalisation
(Brightman, 2002). En effet, si elles sont reliées entre elles par des fascia adherens
imperméables aux effecteurs biologiques, elles présentent également des facias adherens
ouvertes sur leur face luminale, par lesquelles le CSF et les molécules qu’ils portent accédent
aux clivages intersticiaux, structures labyrinthiques situées entre les cellules épendymaires
(Brightman, 2002). Ces clivages interstitiaux débouchent, au niveau basal des cellules
épendymaires, sur une matrice extracellulaire spécialisée nommée fractone, d’aprés sa forme
fractale observée en microscopie électronique (Mercier et al., 2002). La composition de ces
fractones differe fondamentalement de la membrane basale des cellules épendymaires,

comprenant du collagéne IV, de la laminine, des nidogenes ainsi que des heparan sulfates
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proteoglycans (HSPG) (Kerever et al., 2007). Ces derniers sont capables de lier différentes
molécules signalisatrices du CSF, et chaque fractone est au contact du prolongement de
multiples cellules de la ZSV (Douet et al., 2013, 2012; Obernier et al., 2018). Ce faisceau
d’éléments suggére un réle prépondérant des fractones dans la régulation de Ilactivité

proliférative de la ZSV, en contrdlant la libération de ces signaux.

Un exemple de signal capturé par ces fractones est le FGF2, qui favorise la prolifération des
cellules de la ZSV et est nécessaire pour la neurogenése (Zheng et al., 2004; Douet et al.,
2012). Si l'origine exacte du FGF2 impliqué dans la neurogenése n’est pas démontrée, il est
présent dans le LCR et pourrait également étre sécrété par des astrocytes de la niche (Morita
et al., 2005).

[I.2.c. La signalisation BMP

Les Bone Morphogenetic Proteins (BMP) sont des metalloproteases qui font partie de la
superfamille des protéines Transforming Growth Factor Beta (TGF-). A la fois facteurs de
croissance, des cytokines et des metabologénes, elles ont plusieurs roles prépondérant dans
le développement, orchestrant I'architecture des nombreux tissus exprimant leurs récepteurs,
principalement des sérines-thréonines kinases (Reddi and Reddi, 2009). Les BMP sont au
cceur de plusieurs voies de régulation dans les PN de la ZSV adulte comme dans leurs
précurseurs embryonnaires (Peretto et al., 2002; Mathieu et al., 2008; Lim and Alvarez-Buylla,
2016).

La BMP4 est exprimée et sécrétée par les CSN et dans le LCR, et son récepteur est exprimé
par les PN (Lim et al., 2000). Elle inhibe la prolifération des progéniteurs neuraux en favorisant
leur différenciation astrocytaire, par la phosphorylation des facteurs de transcription
Smad1/4/5/8 et de I'Inhibitor of DNA-binding 3 (ID3) (Lim et al., 2000; Mercier and Douet, 2014;
Gajera et al., 2010). Si cette sécrétion suggere une auto-régulation paracrine des PN, la BMP4
est en fait capturée par les HSPG des fractones (Mercier and Douet, 2014). Les BMP5 et
BMP7 sont quant a elles sécrétée par le plexus choroide dans le LCR (Douet et al., 2012;
Silva-Vargas et al., 2016). Comme la BMP4, capturée par les HSPG dans les fractones (Douet
et al., 2012). La BMP7 a également un effet inhibiteur sur la prolifération des PN (Lim et al.,
2000). Malgré ces effets inhibiteurs dans des conditions de surexpression, I'activité BMP
demeure essentielle a la neurogenese : ainsi, Smad-4, un facteur de transcription médiant la
signalisation BMP4, est nécessaire a la production continue de neuroblastes (Colak et al.,
2008). En effet, la délétion de Smad-4 dans les cellules oriente les progéniteurs neuraux vers

une différenciation oligodendrocytaire aux dépens de la différenciation neuronale (Colak et al.,
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2008), soulignant un certain niveau d’activité BMP nécessaire a la neurogenése physiologique,

mais soumis a une fine régulation.

Deux acteurs principaux ont été identifiés dans cette régulation : d’une part, la low-density
lipoprotein receptor-related protein 2 (LRP2), exprimée dans I'épendyme seulement par les
cellules épendymaires du mur latéral de la ZSV, qui régule la concentration extracellulaire de
diverses métabolites, dont les BMP (Gajera et al., 2010; Zywitza et al., 2018). L’autre acteur
crucial est Noggin, un inhibiteur des BMP connu a l'inverse pour inhiber la différenciation gliale
des PN (Chmielnicki et al., 2004; Douet et al., 2012; Mercier and Douet, 2014). Noggin est
exprimé par diverses cellules de la ZSV, dont principalement les cellules épendymaires, et est
présent dans les fractones ou il inhiberait les BMP liées aux HSPG (Chmielnicki et al., 2004;
Douet et al., 2013). Comme la délétion de Smad-4, I'infusion de Noggin dans le ventricule

provoque une différenciation oligodendrocytaire délétére a la neurogenése (Colak et al., 2008).

La signalisation BMP représente donc une voie finement régulée indispensable au maintien
de la balance entre prolifération, différenciation neuronale, et différenciation
oligodendrocytaire.

[1.2.d. La signalisation Sonic Hedgehog

La protéine de signalisation Sonic Hedgehog (SHH) posséde un rdle crucial dans le
développement neural embryonnaire, a la fois comme morphogéne et comme facteur
mitotique (Ruiz i Altaba et al., 2003). Pour agir, SHH se lie au récepteur transmembranaire
PATCHL1 (PTC1), levant l'inhibition constitutive du G-protein coupled receptor Smoothened
(Smo) (Carballo et al., 2018). Smo est alors transloqué vers la membrane plasmique du cil
primaire, ou il active les facteurs de transcription GLI2 et GLI3, provoquant leur transduction
au noyau et I'activation d’'un programme transcriptionnel large (Carballo et al., 2018). Celui-ci
comprend notamment GLI1, également activé par Smo, et I'expression combinatoire des
protéines GLI peut moduler la réponse a une signalisation Shh continue (Bai et al., 2002;
Carballo et al., 2018). Ainsi, la réceptivité au Shh est cellule-dépendante, conditionnée a
I'expression de Smo et de GLI2/3, puis modulée par I'expression de GLI1. Dans la ZSV, la
signalisation Shh semble expliquer une partie de I'nétérogénéité spatiale des PN, en influant

sur la spécification du type de neurones produits.

A l'age adulte, Shh est sécrété dans le LCR, vraisemblablement par des neurones situés sous
la zone ventral de la ZSV contactant le ventricule (Zappaterra and Lehtinen, 2012; Ihrie et al.,
2011). La délétion de Smo dans le CSN diminue la formation de neurospheres par les cellules

de la ZSV in vitro, suggérant un réle de la signalisation Shh dans le maintien de la quiescence
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ou de la prolifération (Machold et al., 2003). Bien que Smo, Gli 2 et Gli3 soient exprimés dans
des CSN tout au long du mur septal de la ZSV, Glil, exprimé en réponse a une signalisation
Shh active, est principalement exprimé dans une population de CSN de la zone ventrale de la
ZSV (lhrie et al., 2011). Celle-ci semble étonnamment résistante aux traitements anti-
mitotiques, suggérant une population relativement quiescente (Ahn and Joyner, 2005).

En effet, la suractivation de la voie Shh dans les CSN par délétion conditionnelle de PTC1
provoque une accumulation durable des CSNg et une augmentation transitoire de la
prolifération des CSN liée a un raccourcissement du cycle cellulaire (Ferent et al., 2014;
Daynac et al., 2016). Cette réactivité a la signalisation Shh conditionne le destin des futurs
neurones : en effet, la délétion de Shh réduit la production de neurones périglomérulaires, et
I'expression induite d’'une forme constitutivement activée de Smo dans les CSN dorsales
produit des GCP. Pourtant, la délétion de Gli2 et Gli3 résulte en une diminution de la production
de GCS (Petrova et al., 2013).

[1.2.e. Le flux du LCR

Le processus apical des CSN, entouré de cellules épendymaires, constitue I'unique interface
directe des progéniteurs neuraux et du ventricule latéral. Il réagit au flux du LCR, régulé par le
mouvement des multiples cils portés par les cils épendymaires. Le LCR exerce sur le cil
primaire des CSN une pression laminaire, qui augmente la probabilité d’ouverture des canaux
sodiques épithéliaux (ENaC) (Karpushev et al., 2010), provoquant une augmentation du
calcium intracellulaire par activation du Ca-release-activated calcium Channel (CRAC) qui

favorise la prolifération de ces cellules (Petrik et al., 2018).

Enfin, la génération du flux du LCR par les cellules épendymaires semble orienter la migration
des NB dans le FMR de la ZSV, possiblement par la formation de gradients d’agents répulsifs
tels que Slitl, sécrété par le plexus choroide et qui repousse les cellules exprimant ses ligands,
dont Robo2 (Sawamoto et al., 2006; Kaneko et al., 2010). Ce mécanisme de répulsion semble
complexe : en effet, Slitl est aussi exprimé par les NB du FMR, tandis que Robo2 est exprimé
a la fois par les NB et par les astrocytes du FMR. Cette voie de signalisation est également
nécessaire au remodelage des processus astrocytaires par les NB en migration (Kaneko et
al., 2010). Le réle exact du flux du LCR et du gradient de Slit1 qu’il permet de maintenir est
donc essentiel pour la migration des neuroblastes, mais le mécanisme de cette régulation

reste a élucider.

En somme, ces mécanismes montrent la possibilité d’'une modulation de [lactivité

neurogénique a différents stades par I'activité des cellules épendymaires voisines.
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[I.2.f. Signalisations nerveuses

La ZSV recoit de nombreuses afférences nerveuses de neurones situés a des distances
variées, depuis la zone subépendymale elle-méme jusqu’au bulbe rachidien. Les axones qu’ils

étendent le long des cellules épendymaires sont en contact direct avec le ventricule et le LCR.

Des neurones GABAergiques striataux innervent la ZSV, et contrairement a la signalisation
tonique GABA issue des NB, semblent stimuler la prolifération des PN de la niche par
activation phasique des récepteurs GABAa (Young et al., 2010, 2012, 2014). Cette activation

résulte également d’augmentations de I'activité sodique (Young et al., 2014).

Les neurones afférents les plus lointains sont ceux de la substantia nigra et de laire
tegmentale ventrale (Baker et al., 2004; Hoglinger et al., 2004). La dopamine sécrétée par ces
neurones est nécessaire a la prolifération des PN de la ZSV, mais curieusement la déplétion
des neurones de la substantia nigra n’affecte pas cette prolifération, tandis que celle des
neurones dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale reproduit le déficit de prolifération
observé précédemment, suggérant que les neurones de cette aire sécrétent une quantité de
dopamine plus élevée que ceux de la substantia nigra, et suffisante pour compenser les effets

de son ablation (Lennington et al., 2011).

Le striatum contient également des neurones glutamatergiques, dont certains innervant la ZSV
(Song et al., 2017). La stimulation de ces neurones induit I'activation des récepteurs au
glutamate AMPA dans les PN de la ZSV, favorisant la prolifération et les capacités migratoires
des PN (Song et al., 2017).

Des neurones cholinergiques situés proches de la ZSV innervent la niche (Paez-Gonzalez et
al., 2014). L’activation de ces neurones induit leur sécrétion d’acétylcholine dans la ZSV, qui
stimule la prolifération des PN, et cette signalisation semble potentialiser la signalisation FGF2
(Paez-Gonzalez et al., 2014).

Un groupe de neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé étend des axones tout au
long de la surface épendymaire (Tong et al., 2014). lls contactent les cellules épendymaires

et les CSN, et leur activité favorise la prolifération des PN (Tong et al., 2014).

L’un des contrdles nerveux les plus édifiants des cellules de la ZSV est neuro-hormonal, et
provient des afférences de neurones proopiomélanocortinergiques hypothalamiques situées
exclusivement sur la partie antérieure ventrale de la ZSV (Paul et al., 2017). La stimulation de
ces neurones par la faim diminue I'activité des CSN Nkx2.1+, et réduit spécifiquement la

production de cellules granulaires profondes dans le BO (Paul et al., 2017).
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Chapitre 11l : microARNSs et neurogenese

l1l.1. Biogenése des miRNA

Les micro-ARNs (miRs) sont des ARNs non-codants constitués de 22 a 26 nucléotides et
exercant une activité inhibitrice de la traduction d’ARNms cibles (Fig.13 , Gebert and MacRae,
2019). Principalement transcrits par la RNA-polymerase Il (Lee et al., 2004), ils peuvent étre
issus d’introns géniques ou de longs ARNs non-codants (IncRNA). D’abord présents sous
forme d’un précurseur de miRNA (pri-miR) possédant une structure en épingle a cheveux
(Berezikov, 2011), leurs extrémités sont clivées dans le noyau par un complexe de la RNase
Ill Drosha et de la DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCRS8), résultant en un pré-miRNA
d’environ 70 nucléotides, qui sera exporté vers le cytoplasme par I'exportin-5 (Gebert and
MacRae, 2019). Le pré-miRNA est alors reconnu par la RNAse Il Dicer qui clive la téte de
I'épingle a cheveux, résultant en un complexe de deux brins, un brin 5’ et un brin 3’ (Zhang et
al., 2004). Ces brins sont tous deux fonctionnels mais portent chacun sur leurs nucléotides 2
a 8 (depuis I'extrémité 5°) une séquence dite « seed sequence » différente ; on parle par

convention d’'une forme -5p et d’'une forme -3p pour un méme miR.
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Figure 13: Biogenése des miRNAs. Les miRs sont codés dans le génome sous forme de
pri-miRNA, qui sont clivés par le complexe DGCR8/Drosha dans le noyau. Le pre-mmiRNA
résultant est exporté par un complexe RAN/Exportin 5. Le complexe Dicer clive alors le pre-
miRNA pour produire un duplexe formé des deux formes (-3p et -5p) du miR, dont 'une sera
prise en charge au sein d’un complexe Argonaute pour inhiber 'expression des génes cibles

déterminés par sa seed sequence. Tiré de He et al., 2016.
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Pour chaque pré-miR clivé, chacune des deux formes peut étre prise en charge par une
protéine Argonaute (AGO) a laquelle elle servira de guide, tandis que l'autre brin sera
déchargé et dégradé (Rand et al., 2005). La forme présentant I'extrémité 5’ la moins stable
(Suzuki et al., 2015), ou bien une adénine ou une uracyle en 5 (Frank et al., 2010), sera
chargée préférentiellement. Le complexe Ago-miR ainsi chargé va alors reconnaitre des
ARNms cibles, dont la région 3’ non-traduite porte une séquence complémentaire a la seed
sequence du miR porté, et provoquer la dégradation (Guo et al., 2010) ou la séquestration
(Jonas and lzaurralde, 2015) de ces ARNms cibles : on a donc une répression traductionnelle.
Par ce systéme présent a travers le monde vivant, 'expression d’'un miR conduit donc a

l'inhibition des génes cibles de 'une de ses formes, -3p ou -5p.

L’expression des miRs est tissu-spécifique (Landgraf et al., 2007), et la régulation de cette
expression est principalement transcriptionnelle (Ha and Kim, 2014). Ainsi, la détection de
I'expression au sein d’'une population est généralement utilisée comme indicateur primaire
d’'un réle potentiel dans cette population. De plus, grace a la diversité de leurs cibles
potentielles, les miRs représentent des effecteurs importants de nombreux mécanismes de
régulation post-transcriptionnelle, et peuvent jouer un réle de « master regulator » dans
différents processus. Dans la neurogenése, différents miRs sont impliqués dans des fonctions
variées (Stappert et al., 2018; Esteves et al., 2020), dont nous allons ici détailler les principaux.
Ces dernieres années, de nombreuses interactions entre des miRs et des génes de la famille
Soxb ont notamment été mis en évidence, fournissant des mécanismes essentiels a la

régulation de la neurogenése (Fig. 14, Stevanovic et al., 2022).

[11.2. Les miRs et les genes Sox

Récemment, le miR-135a-5p a été identifié comme inhibant I'expression de Sox6 et ainsi de
son effecteur CD44, nécessaire a la différenciation neuronale et a la génération de dendrites
(Li et al., 2019).

Peng et collaborateurs ont mis en évidence une boucle de régulation négative entre la famille
des miR-200c et les facteurs de transcription Sox2/E2F3, essentiels pour le maintien des CSN
en quiescence : durant les phases de cycle cellulaire, Sox2 et E2F3 activent la transcription
des miR-200c, qui va ensuite inhiber directement I'expression de ces deux génes cibles,
limitant sa propre expression et produisant une expression oscillatoire inverse de ces acteurs
dans les phases de cycle cellulaire des populations souches (Peng et al., 2012). Cependant,
durant la différenciation neuronale, une expression continue des miR-200cs maintient la
répression de I'expression de Sox2/E2F3, nécessaire a la différenciation neuronale (Peng et
al., 2012; Stevanovic et al., 2022).
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Le miR-145 est également un inhibiteur direct de I'expression de Sox2 ainsi que de la protéine
de liaison a ’ARN LIN28 (Morgado et al., 2016). LIN28 interagit avec la protéine MSI1, et cette
interaction empéche la maturation des miRs de la famille Let-7 (Ratti et al., 2006, Kawahara
et al., 2011; Glazer et al., 2012; Romer-Seibert et al., 2019). Cette famille de miRNAs
composée de 9 miRs matures partageant une seed sequence codés par douze loci
génomiques différents dont certains sont rassemblés en clusters (H. Lee et al., 2016). Les
miRs let-7 semblent constituer un acteur central de la différenciation neuronale, soumis a de
nombreuses régulations, tels qu’une augmentation de leur activité par la liaison de la tripartite
motif-containing protein 32 (TRIM32) et de la RNA helicase DDX6 a la protéine Agol
(Schwamborn et al., 2009; Nicklas et al., 2015).

*-1miR-137

EZH2 v
miR-195 miR-184 l

@ pri-let-7 ﬁ’

let-7b /
let-7a

Figure 14 : Principaux miRs régulant la neurogenese adulte. De nombreux miRs impliqués
dans la neurogenése inhibent ou sont régulés par des facteurs de transcription, créant des
boucles de régulation complexes.
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L’expression des miRs let-7 dans la ZSV augmente avec I'dge, de maniére inversement
corrélée avec celle de la protéine high mobility group a2 (HMGAZ2), qui promeut l'auto-
renouvellement des CSN en réprimant I'expression des inhibiteurs de cycle p16 (Cdkn2a) et
pl9 (Cdkn2d) (Nishino et al., 2008). L’augmentation de l'expression de let-7a inhibe
'expression de Hmgaz2 et inhibe in vitro les capacités prolifératives des CSN. Cette interaction
semble donc impliquée dans la diminution de la neurogenése avec I'age, vraisemblablement
par un maintien en quiescence des CSN (Nishino et al., 2008). Parallélement, I'expression de
let-7b inhibe le cycle cellulaire et la prolifération en ciblant directement les genes TIx et la cyclin
D1 (Zhao et al., 2010).

[11.3. miRNAs régulant la balance quiescence/prolifération

Le miR-9, porté par trois loci hautement conservés au sein du génome des mammiferes, est
exprimé spécifiqguement dans les aires neurogéniques du cerveau adulte (Nowek et al., 2018).
Sa forme -3p inhibe directement I'expression de TIx, et a l'inverse I'expression de Tlx inhibe
I'expression du pri-miR-9 (Zhao et al., 2009; Shibata et al., 2011). Cette interaction du miR-9-
3p et de TIx est également trouvée dans la différenciation neuronale embryonnaire, ou le miR-
9-3p interagit avec les RSA Msil et Elavll, qui maintiennent la prolifération des CSN (Shibata
et al., 2008, 2011). Nous avons vu précédemment 'implication de la voie Notch (cf 11.2.f) et
l'interaction de FoxO1 avec cette voie dans le maintien de la quiescence des CSN (Kim et al.,
2015). Dans I'étude de Kim et collaborateurs, le miR-9-3p était impliqué comme régulateur
négatif de I'expression de FoxO1 au cours de la différenciation, et donc comme inhibiteur de
la quiescence (Kim et al., 2015). Cependant, chez le poisson-zébre, I'un des modeéles de
neurogenése adulte, miR-9 est exprimé dans une sous-population de CSN quiescentes, et le
complexe Ago-miR-9-3p est transporté par la Trinucleotide repeat-containing gene 6 (TNRC6)
dans le noyau ou il potentialise la signalisation Notch pour maintenir un état de quiescence
(Katz et al., 2016). Les cibles de ce miR-9-3p nucléaire restent a élucider, mais pourraient

révéler un mécanisme non-canonique de répression du cycle cellulaire par le miR-9.

Le miR-25 est essentiel a I'activation et la prolifération des CSN in vitro (Brett et al., 2011). |l
est localisé dans le cluster polycistronique miR-106-b-25 (un ensemble de miRs aux cibles
différentes transcrits sur un méme fragment), qui se trouve dans un intron du géne
minichromosome maintenance 7 Mcm7, essentiel a linitiation de la réplication de I'ADN
(Mehlich et al., 2018) et récemment identifi€ comme nécessaire a la prolifération durant le
développement du systeme nerveux central (Ravindran et al., 2022). Cet effet du miR-25

pourrait étre lié a Foxo3, un effecteur de la signalisation IGF (Martins et al., 2016) dont nous
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avons évoqué la nécessité pour le maintien en quiescence des CSN (cf 11.2.d, Paik et al., 2009;

Renault et al., 2009), et qui est prédit comme une cible possible du miR-25 (Brett et al., 2011).

Dans les CSN du DG, la DNA methyl-CpG-binding protein MeCP2 inhibe I'expression de
plusieurs miRs par régulation épigénétique : elle reconnait la méthylation d’ilots CpG et se lie
a ’ADN pour empécher I'expression des génes marqués (Bird, 2002). La répression de l'une
de ces cibles, le miR-137, implique également le facteur de transcription Sox2, que nous avons
cité précédemment pour son implication dans le maintien du statut souche des CSN (Szulwach
et al., 2010). L'expression du miR-137 stimule la prolifération des CSN, tandis que son
inhibition promeut la différenciation en neurones ou astrocytes, notamment par la répression
de la déméthylase lysine-specifique Lsdl (Kdmla), un co-facteur de TIx nécessaire a la
prolifération (Sun et al., 2010, 2011). Le miR-137 cible également une autre methyl-CpG-
binding protein, MBD1, qui inhibe a son tour I'expression du miR-184,

[1.5.c. Différenciation neuronale

Plusieurs miRs ont été impliqués comme modulateurs positifs de la différenciation neuronale

des progéniteurs neuraux.

miR-124-3p a été le premier confirmé, par I'équipe de Fiona Doetsch en 2009, comme un miR
dont I'expression augmente au cours de la neurogenése adulte (Cheng et al., 2009). In vitro
et in vivo, son inhibition bloque la différenciation neuronale et favorise la prolifération tandis
gue sa surexpression bloque la prolifération et favorise la différenciation neuronale, de par la
suppression de I'expression de Sox9 et Jagged1, et l'inhibition de I'expression de DIx2 (Cheng
et al., 2009). Sa surexpression stable dans la ZSV conduit notamment a une déplétion du pool
de CSN, et a une perte de la neurogenése a long-terme (Akerblom et al., 2012). Sox9,
exprimé dans les astrocytes du CNS, a été identifi€ comme marqueur des CSNq (Llorens-
Bobadilla et al., 2015) présente un réle dans la différenciation gliale, et apparait nécessaire a
linhibition de la différenciation neuronale, mais pas a [linitiation de la différenciation
oligodendrocytaire (Cheng et al., 2009; Vong et al., 2015).
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Le REL1 silencing transcription factor (REST), un facteur exprimé par les CSN et nécessaire
au maintien du pool de CSN (Gao et al., 2011), bloque I'expression du miR-124 (Conaco et
al., 2006) et du miR-9 (Laneve et al., 2010), et la régulation du profil d’expression des miRs
des CSN par REST suggeére une que sa fonction anti-neuronale est médiée par la répression
de I'expression de miRs (Gao et al., 2012). Pendant la différenciation neuronale, cependant,
cette balance est inversée : le miR-124 et le miR-9 inhibent I'expression des cofacteurs de
REST respectifs Synaptonemal complex protein 1 (SCP1) et REST Corepressor 1 (CoOREST)
(Conaco et al., 2006; Visvanathan et al., 2007; Packer et al., 2008; Laneve et al., 2010).

De nombreux miRs sont donc impliqués dans chaque étape de la neurogenése, au s’intégrent
dans des boucles régulatrices complexes. Comme dans d’autres systémes biologiques, la
diversité des miRs impliqués, le recouvrement de leur dynamique d’expression et
I'entrecroisement important de leurs cibles géniques laisse entrevoir que le réle singulier de
chaque miR s’inscrit dans une régulation globale impliquant de nombreux acteurs, et que les
différentes étapes neurogéniques seraient orchestrées par des gradients d’expression de

plusieurs miRs coordonnant le méme processus (Gebert and MacRae, 2019).
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Chapitre IV

Potentiel thérapeutique de la neurogenese

IV.1. Potentiel oligodendrogénique des progéniteurs neuraux

IV.1.a. Le lignage oligodendrocytaire

La différenciation oligodendrocytaire est orchestrée par un réseau de signalisations et
d’activité de facteurs de transcription, qui semble conservée entre le développement et 'age
adulte (Fig. 15, Nicolay et al., 2007; Franklin and Ffrench-Constant, 2008). Elle peut étre
décomposée en plusieurs phases: des CSN (embryonnaires ou adultes) donnent naissance
aux CPO, puis les CPO entrant en différenciation se différencient en oligodendrocytes pré-
myélinisants (pré-OL), qui vont ensuite maturer et étendre un réseau dendritique dense pour
contacter les axones voisins et former autour d’eux la gaine de myéline : on parle alors d’OLM
(Zhou et al., 2021).

La distinction entre ces différents stades se fait grace a l'expression combinatoire de
marqueurs du lignage oligodendrocytaire. Les gangliosides reconnus par l'anticorps A2B5
marquent ainsi les CSN et les CPO (Figarella-Branger et al.,, 2022). Le protéoglycane
neural/glial antigen 2 (NG2) et le Platelet-derived Growth Factor Receptor a (PDGFRa) sont
exprimés par les CPO et les pré-OLs, et les pré-OLs sont distingués des CPO par I'expression
de l'antigéne O4, de la 2',3-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase) et de qui la
Galactocérébrosidase (GalC) qui continueront d’étre exprimés dans les OLM (Kuhn et al.,
2019). Ces OLM sont enfin identifiés par leur morphologie et leur expression de géenes liés a
la myéline tels que la myelin-binding protein (MBP) ou encore la myelin O/L glycoprotein
(MOG) (El'Waly et al., 2014).

IV.1.b. Oligodendrogenése physiologique

A travers le parenchyme, une population de CPO se maintiennent dans un état indifférencié a
I'age adulte, et leur destin semble dépendre de la localisation : les CPO situés dans la matiére
grise restant majoritairement quiescents et immatures, tandis que ceux de la matiére blanche
sont plus actifs, avec un rythme de prolifération et une production d’OLM plus soutenue (Dimou
et al, 2008). Dans la matiére blanche, on observe donc une production continue

d’oligodendrocytes myélinisants a 'dge adulte.
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Figure 15 : Etapes et marqueurs de la différenciation oligodendrocytaire. Les CPO
s’engagent dans la différenciation gilale et forment des pre-oligodendrocytes (pro-OG), qui a
leur tour générent des oligodendrocytes immatures non myélinisant (Pre-myelin OG). Aprés
maturation, ils deviennent des oligodendrocytes myélinisant (Myelin OG) et forment la myéline
entourant les axones. Tiré de Nicolay et al., 2007.

Une fraction des OLM néoformés n’est cependant pas originaire des CPO parenchymaux,
mais sont issus de la ZSV. En effet, les CSN adultes sont pluripotentes, et en marge de la
neurogenése, forment des précurseurs oligodendrocytaires (PO), qui migrent vers le corps
calleux (CC) voisin pour y former des oligodendrocytes myélinisants (Menn et al., 2006). On
distingue les CPO grace a des marqueurs exprimés tout au long du lignage oligodendrocytaire,
notamment Olig2 et Sox10 (Zhou et al., 2021). Ces deux facteurs de transcription sont
centraux a la différenciation oligodendrocytaire : non seulement ils sont exprimés tout au long
de ce processus, mais ils sont également nécessaires et suffisants pour la différenciation

oligodendrocytaire des PN, y compris dans les neuroblastes (El Waly et al., 2018).

Olig2 est un facteur de transcription capital dans le programme de différenciation
oligodendrocytaire, qui s’oppose aux fonctions pro-neuronales de Pax6 (Hack et al., 2005).
Son inhibition par ID2 et 3 est essentielle a I'effet pro-neuronal de la signalisation BMP4

(Samanta and Kessler, 2004)
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Le suivi des cellules Olig2-positives a ainsi permis de montrer que dans la ZSV,
l'oligodendrogenése se déroule a une échelle plus petite que la neurogenése, a la fois au
niveau d’une migration qui s’effectue sur une distance bien plus réduite, et par une production
moindre de progéniteurs oligodendrocytaires comparée aux progéniteurs neuraux (Menn et
al.,, 2006; El Waly et al.,, 2014). Ces deux processus sont mutuellement exclusifs :
contrairement aux résultats in vitro, aucun progéniteur produisant a la fois des CPO et des NB

n’a été observé in vivo lors de visualisations sous imagerie directe (Ortega et al., 2013).

IV.2. Progéniteurs subventriculaires et remyélinisation

IV.2.a. Modeles de lésions démyélinisantes

Les maladies démyélinisantes sont des pathologies du systéme nerveux dans lesquelles la
myéline est endommagée. Parmi ces maladies, la plus commune est la sclérose en plaques
(SEP), une maladie neurodégénérative auto-immune a causes multiples incluant des facteurs
génétiques et environnementaux (Dobson and Giovannoni, 2019). Au cours de cette maladie,
des infiltrats immunitaires localisés causent une mort oligodendrocytaire et une
démyélinisation locale, causant la dégénération des axones non protégés et perturbant le
fonctionnement du CNS. Dans environ 85% des cas, la maladie aux stades précoces alterne
des crises aigues d’activité auto-immmune et des phases de rémission : on parle d’une forme
relapsing-remitting (RR) (Cunniffe and Coles, 2021). De plus, aux stades précoces de cette
maladie, on observe un phénomene de remyélinisation présentant une forte disparité entre les
patients (Xiao et al., 2018). Face aux limites des traitements immunomodulateurs qui
permettent uniquement de retarder la progression de la maladie, la stimulation de la
remyélinisation constitue I'une des pistes thérapeutiques les plus prometteuses pour le
traitement de la SEP (Cunniffe and Coles, 2021; Xiao et al., 2018).

Pour étudier cette remyélinisation, et plus particulierement la contribution des progéniteurs
neuraux adultes, plusieurs modéles de démyélinisation ont été mis en place chez le rongeur,

présentant des caractéristiques différentes :

L’encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE) est le modéle récapitulant le mieux la
pathogenése de la SEP (Procaccini et al., 2015). Ce modele utilise I'auto-immunisation de
'animal, soit avec un immunogéne issu de protéines myéliniques ou axonales, soit par
immunisation active soit par transfert de cellules T encéphalitogéniques. Une variété
d'immunogénes issus de protéines de la myéline ou d’axones ont été utilisée, induisant des

progressions différentes de la pathologie (Procaccini et al., 2015). Par exemple, 'immunisation
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contre le peptide PLP139-151, Un épitope de la Protéine Protéolipidique (PLP), provoque une
alternance de phases aigues et de phase de rémissions mimant la forme Relapsing-Remitting
(RR) de la SEP (Whitham et al., 1991; McRae et al., 1995). A l'inverse, une immunisation forte
contre le peptide MOGss_s5 provoque une progression chronique de la pathologie (Mendel et
al., 1995; Berard et al., 2010). Ces modéles d’EAE reproduisent ainsi différents aspects de la
SEP, notamment immunitaires, mais ne permettent pas d’étudier la pathogénie, et ne sont que

peu permissifs a la remyélinisation (Procaccini et al., 2015; Torre-Fuentes et al., 2020).

Un modéle viral utilise I'infection par le virus de I'encéphalomyélite de Theiler (TMEV), qui
induit une inflammation persistante et une dégradation axonale précédant la démyélinisation.
La persistance inflammatoire rend ce modéle peu permissif a la remyélinisation, mais il peut
étre relevant pour étudier les capacités remyélinisantes dans un contexte inflammatoire

persistant.

Enfin, des modéles de Iésions par agents chimiques permettent d’'induire une démyélinisation,
suivie d’'une remyélinisation aprés arrét du traitement. Ce contrdle temporel des phases de

démyeélinisation et de remyélinisation est particulierement utile pour I'étude de cette derniére.

Ainsi, l'ajout dans l'alimentation de cuprizone, un agent chélateur du cuivre, induit des
dysfonctionnements mitochondriaux dans les oligodendrocytes provoquant une
démyélinisation et une activation des astrocytes et de la microglie (Matsushima and Morell,
2001; Bénardais et al., 2013). Ces effets s’estompent rapidement aprés arrét du traitement,

laissant place a une remyélinisation étalée sur quelques semaines (Praet et al., 2014).

L’injection focalisée de 2-lysophosphatidylcholine (LPC), induit une démyélinisation locale
provoquant une inflammation, suivie d’'une remyélinisation rapide (5-6 semaines) chez les
animaux jeunes adultes, mais plus lente chez les animaux agés (Shields et al., 1999). La
démyélinisation est indépendante de l'activité immunitaire, mais conduit a une inflammation
importante, qui semble favoriser la remyélinisation (Bieber et al., 2003). Cette inflammation se
manifeste par linfiltration de lymphocytes B et T, de macrophages et de neutrophiles, ainsi

qu’une activation rapide des macrophages et de la microglie.

Les modéles utilisant des agents chimiques affectent directement les oligodendrocytes ou la
myéline, et s’affranchissent ainsi des composantes immunitaires de la SEP. Bien que cela
limite leur utilité pour I'étude de la pathogénie de la SEP, ils offrent un outil puissant pour

étudier les processus de remyélinisation indépendamment du contexte immunitaire global.
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IV.2.b. Implication des progéniteurs neuraux dans la remyélinisation

La contribution des progéniteurs neuraux au processus de remyélinisation a généré un intérét
grandissant depuis la découverte de la neurogenése (Xiao et al., 2018). Ainsi, au sein de
différents modéles de démyélinisation, notamment 'EAE (Picard-Riera et al., 2002) et les
traitements cuprizone (Klingener et al., 2014; Samanta et al., 2015) ou lysolecithine (Klingener
etal.,, 2014), la démyélinisation provoque un recrutement de progéniteurs neuraux, qui migrent
vers le site de lésion pour y produire des oligodendrocytes myélinisants (Brahim Nait-
Oumesmar et al.,, 1999). Ces capacités directes de régénération demeurent cependant
fortement dépendantes de I'état inflammatoire globale ; en effet, si 'on observe une production
importante d’oligodendrocytes myélinisants par les progéniteurs neuraux de la ZSV aprés
traitement cuprizone, le maintien de ce traitement dans le temps réduit la prolifération globale
de ces progéniteurs, diminuant la heurogenese, et inhibe drastiqguement leur contribution a la
régénération de la myéline (Xing et al., 2014; Brousse et al., 2015). Deux études, dont I'une
trés récente, rapportent une réorientation de neuroblastes (NB) exprimant la DCX ou GAD67
vers le lignage oligodendrocytaire, et leur participation a la régénération myélinique (Jablonska
et al., 2010; El Waly et al., 2022). Cette réorientation semble dépendre de l'inhibition de la
signalisation BMP dans la ZSV par la chordine (Jablonska et al., 2010).

Cette signalisation BMP semble avoir des effets contradictoires sur l'orientation des
progéniteurs neuraux : si elle favorise I'orientation gliale, sa suractivation favorise 'orientation
astrocytaire aux dépens de l'orientation oligodendrocytaire, suggérant que son rble sur
I'oligodendrogenése soit I'objet d’'une régulation fine par les cellules de la ZSV (Cate et al.,
2010). La signalisation EGF semble également présenter un rdle paradoxal, favorisant la
prolifération et I'orientation gliale des progéniteurs neuraux indifférenciés (Cantarella et al.,
2008), mais inhibant la différenciation des précurseurs oligodendrocytaires présents au site de

Iésion par I’ induction d’une astrogliose délétere (Holley et al., 2003).

D’autres mécanismes promouvant l'orientation oligodendrocytaire des progéniteurs neuraux
en contexte de démyélinisation ont également été mis en évidence (Xiao et al., 2018). Ainsi,
la signalisation N-cadhérine (Klingener et al., 2014) et I'inhibition de I'effecteur transcriptionnel
de la voie Shh Glil (Samanta et al., 2015) participent au recrutement de progéniteurs
oligodendrocytaires issus de la ZSV dans le modéle EAE en augmentent la prolifération des

progéniteurs neuraux et en favorisant leur orientation oligodendrocytaire.

Enfin, les chimiokines inflammatoires IL-4 et IL-10 exercent une action chimioattractante sur
les progéniteurs neuraux, et suggerent que des acteurs inflammatoires puissent étre
responsables de la chimioattraction des progéniteurs neuraux recrutés aux sites de lésion
(Guan et al., 2008).
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IV.2.d Inflammation subventriculaire

La régulation de l'inflammation dans la niche neurogénique semble revétir une importance
particuliere, & la fois en conditions physiologiques et en réponse aux lésions démyélinisantes
(Soares et al., 2021). Le cerveau héberge en effet un type de cellules immunitaires unique
dans I'organisme, la microglie (Voet et al., 2019). Ces cellules résidentes sont disséminées
dans I'encéphale, et en réponse a l'inflammation, peuvent présenter des états d’activation,
passant d’'une morphologie étoilée a une morphologie ameboide, et sécrétent alors des
facteurs régulant linflammation et le recrutement des cellules immunitaires sanguines
(Hammond et al., 2019).

Curieusement, la ZSV présente un état inflammatoire physiologiqguement plus élevé que les
autres régions du cerveau, et accueille en particulier une microglie qui présente un phénotype
moléculaire et une morphologie de microglie activée (Goings et al., 2006). Qui plus est, dans
des modéles de Iésion cérébrale provoquant une inflammation généralisée de I'encéphale, la
microglie de la ZSV ne présente pas d’augmentation de son activation, contrairement aux
autres régions cérébrales. Cela suggere un maintien finement régulé de I'inflammation dans
la ZSV (Goings et al., 2006) .

Dans les modeéles de démyélinisation, la microglie présente une activation hétérogéne aux
sites de lésion (Hammond et al., 2019), Son rble est encore mal compris, mais pourrait
comprendre des effets conflictuels : d’'une part, la microglie semble impliquée dans la
physiopathologie de la SEP, et contribuant a la démyélinisation dans le modéle cuprizone et
inhibant la différenciation oligodendrocytaire (Wergeland et al., 2011; Marzan et al., 2021),
mais d’autre part, elle semble nécessaire a la remyélinisation et exerce des effets

neuroprotecteurs (Olah et al., 2012; Yamasaki et al., 2014).

De maniére intéressante, les progéniteurs neuraux semblent avoir une action régulatrice de
l'activation microgliale, en induisant I'expression de molécules neuroprotectrices par la
microglie (Takahashi et al., 2005; Cardona et al., 2006; Wu et al., 2014). Cet effet semble
partiellement médié par le VEGF sécrété par les progéniteurs neuraux (Mosher et al., 2012),
mais pourrait également étre médié par la sécrétion par les progéniteurs neuraux d’exosomes
spécifiguement intégrés par la microglie (Hou et al., 2020). .A l'inverse, une inhibition de
I'activation microgliale dans le modéle EAE a provoqué une augmentation de la prolifération
et de la maturation oligodendrocytaire des progéniteurs neuraux, suggérant un dialogue

moléculaire entre la microglie et les progéniteurs neuraux.
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IV.3. Neurogenese dans le cerveau ageé

L’hippocampe constitue le siege de la mémoire, et possede un réle majeur dans la
détermination des comportements. Entre I’humain et la souris, une asymétrie fonctionnelle
majeure se présente dans les rdles respectifs du bulbe olfactif : chez les souris, I'odorat est
déterminant dans de nombreux comportements exploratoires, nutritionnels ou encore sociaux
chez 'homme I'odorat revét un réle mineur dans la détermination des comportements, tandis
que I'hippocampe prend des fonctions essentielles dans les comportements, la mémoire ou
encore les émotions. Pourtant, les niches neurogéniques ne semblent pas refléter cette
différence : chez 'lhomme comme chez la souris, les PN sont présents en plus grande quantité
dans la ZSV que dans la ZSG (Curtis et al., 2012). L’étude du vieillissement de la niche
neurogénique murine peut donc informer sur les mécanismes impliqués dans la diminution de

la neurogenése chez I'humain.

IV.3.a. Vieillissement de la niche neurogénique

L’age est un facteur déterminant de la neurogenése : aprés sa phase développementale, qui
s’achéve a la puberté, elle subit un déclin régulier tout au long de la vie adulte (Apple et al.,
2017; Cutler and Kokovay, 2020). Dans la ZSV comme dans la ZSG murines, on observe une
baisse importante de la prolifération a partir de 6 mois (Enwere et al., 2004; Imayoshi et al.,
2008). Cette diminution semble résulter a la fois d’'une diminution de la prolifération des CSN,
d’une déplétion de la niche, et de l'altération des signalisations pro-neurogéniques extérieures
a la niche (Fig. 16, Encinas et al., 2011, Villeda et al., 2014; Kalamakis et al., 2019).

La ZSV s’affine avec I'age, et semble fusionner avec le mur médian non-prolifératif, résultant
en une diminution globale de sa taille (Shook et al., 2012). Une diminution de la densité
vasculaire, et des signaux sanguins qu’elle apporte, participent a un remodelage de la niche
(Katsimpardi et al., 2014). Le cerveau agé présente également une inflammation de bas grade,
qui dans la ZSV se manifeste par une sécrétion accrue des cytokines inflammatoires IL-6, IL1-
B et TNFa, un état activé phagocytique de la microglie, et I'infiltration de lymphocytes T dans
la niche (Solano Fonseca et al., 2016; Dulken et al., 2019; Cutler and Kokovay, 2020).

La prolifération des CSN se ralentit dés 6 mois avec un allongement de la phase G1. Celui-ci
résultant en une augmentation de la proportion de CSN en prolifération mais une diminution
globale de cette prolifération de I'ordre de 75% a 2 ans, un mécanisme qui semble nécessaire

a la conservation du pool de CSN (Enwere et al., 2004; Daynac et al., 2014, 2016).
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La diminution de la neurogenése résulte également d’une altération des signaux extérieurs
recus par les niches neurogéniques (Cutler and Kokovay, 2020); par exemple, les changement
de facteurs circulants dans le sang (Katsimpardi et al., 2014; Villeda et al., 2014) et le LCR

(Silva-Vargas et al., 2016) chez la souris agée contribuent & diminuer la neurogenése.

Le vieillissement de la ZSV murine et la diminution de la neurogenése avec I'age résultent
donc a la fois d'une altération intrinséque des capacités neurogéniques des progéniteurs

neuraux, et d’'un environnement moins permissif a la neurogenése (Cutler and Kokovay, 2020).
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Figure 16 : Altérations de la neurogenése au cours du vieillissement. (a) La niche
neurogénique de la ZSV s’altére au cours du vieillissement, qui induit un amincissement de la
couche de cellules épendymaire, ainsi qu’'une augmentation de l'inflammation caractérisée par
la présence de cytokines et chimiokines, tels que les interleukines -6 et -1, les interférons —
B et-yetle TNF-a. Les CSN adoptent un phénotype plus quiescent, résultant en une diminution
de la neurogenése (b), ainsi qu’'une diminution de la plasticité et des capacités régénératives
des progéniteurs neuraux (c).
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IV.3.b. Neurogenése dans le cerveau humain agé

Si vous fixez longuement les profondeurs des abysses, vous risquez d’augmenter

le bruit de fond.

La premiére détection de neurones néoformés dans I'hippocampe humain par Peter Eriksson
et 'équipe de Fred Gage en 1998 a fait couler beaucoup d’encre, et aujourd’hui encore, la
neurogenése humaine continue de faire résonner beaucoup de claviers. Si la formation de
neurones aprés la naissance est universellement acceptée, les anciens pourfendeurs du
dogme du cerveau figé contestent aujourd’hui I'idée d’'une neurogenése continue a travers
I'age adulte et le vieillissement, et s’opposent a ceux qui pointent les implications des déficits

de neurogenése dans les maladies neurodégénératives.

La preuve originelle est venue de coupes post-mortem de patients agés, ayant regu un
traitement BrdU entre 16 et 781 jours avant la mort & des fins de diagnostic de cancer (Eriksson
et al., 1998). La co-détection du marqueur de neurones NeuN et du BrdU dans des cellules de
la CG montrait la présence de neurones néoformés dans I'hippocampe humain (Eriksson et
al., 1998). De nombreuses études suivirent, cherchant a reproduire ces résultats par d’autres
approches, en utilisant notamment d’autres marqueurs d’identification de I'age des cellules,
telle que l'incorporation du #C atmosphérique a la formation des cellules (Spalding et al.,
2013). Cependant, ces découvertes et leurs protocoles ont été mises en doute dans la
décennie écoulée, a la fois pour des considérations techniques , mais aussi par la publication
de reproductions négatives de ces expériences par d’autres approches, ne parvenant pas a
trouver les combinaisons de marqueurs nécessaires dans leurs marquages immunologiques
(Breunig et al.,, 2007; Dennis et al., 2016; Cipriani et al., 2018; Sorrells et al., 2018). En
paralléle, d’autres études ont mis en évidence la présence de neurones néoformés (Boldrini
et al., 2018; Moreno-Jiménez et al., 2019; Tobin et al., 2019), en s’appuyant sur divers
marqueurs, dont le Dcx, ainsi que des protocoles adaptés de fixation des tissus post-mortem

, critique pour la qualité du marque immunologique (Lucassen et al., 2020).

Ces controverses ont culminé par un face-a-face avec deux articles « Dual Comparison »
entre les partisans principaux, dans lesquels chacun réaffirmait la robustesse de ses résultats,
concluant tous deux que des données single-cell RNAseq robustes représentaient le meilleur
espoir trancher sur la réalité d’'une neurogenése hippocampique adulte (Sorrells et al., 2021;
Moreno-Jiménez et al., 2021). Trés récemment, I'équipe de Wang et al. parvint au cours de
telles analyses a déterminer I'existences d’un cluster de CSN chez des patients agés, ainsi
qu’'un cluster au profil de neuroblastes/neurones immatures, fournissant de nouveaux
marqueurs des populations neurogéniques humaines, marquant un nouveau chapitre de

I'étude de la neurogenése humaine, et offrant une nouvelle lecture des différents travaux sur
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les liens entre neurogenése, vieillissement, et pathologies neurodégénératives (Wang et al.,
2022).

IV.3.c. Mobilisation thérapeutique des progéniteurs neuraux

La persistance des CSN et d’'une neurogenése fonctionnelle dans le cerveau humain adulte
et agé souligne la pertinence de I'étude des progéniteurs neuraux : en effet, la stimulation de
leur potentiel régénérateur pourrait constituer une approche thérapeutique pour lutter contre
la progression de maladies neurologiques et neurodégénératives (Xiao et al., 2018; Marchetti
et al., 2020; Babcock et al., 2021).

Des approches utilisant la transplantation de CSN exogénes ont ainsi montré des
améliorations substantielles de la régénération des tissus Iésés dans des modéles murins de
la maladie de Parkinson (Marchetti et al., 2020), de la maladie d’Alzheimer (Babcock et al.,
2021), de la chorée de Huntington (Reidling et al., 2018; Yoon et al., 2020) ou de la SEP (Xiao
et al., 2018). Malgré des différences substantielles de modéle ainsi que d’origine et de destin
des cellules transplantées, ces expériences partagent une observation clé : en plus de la
participation directe des cellules transplantées a la régénération des tissus, par la production
de nouvelles cellules différenciées fonctionnelles, les cellules transplantées ont un effet
modulateur de I'environnement inflammatoire favorable a la régénération (Xiao et al., 2018;
Marchetti et al., 2020; Yoon et al., 2020; Babcock et al., 2021).

Ce double role souligne l'intérét des approches thérapeutiques basées sur la stimulation des
progéniteurs neuraux endogénes: au-dela d'une régénération directe des tissus, la
mobilisation de ces progéniteurs pourrait contribuer a rendre I'environnement pathologique
plus permissif a la régénération. Cependant, lidentification de cibles thérapeutiques
pertinentes requiert une connaissance détaillée de lidentité des progéniteurs mobilisés et
mobilisables en réponse aux diverses atteintes du systémes nerveux central. La délimitation
précise des capacités prolifératives et plastiques des différentes populations de progéniteurs
neuraux apparait donc cruciale pour informer la recherche de cibles thérapeutiques stimulant

les progéniteurs endogénes pour améliorer la régénération de maniére non-invasive.
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Objectifs

La découverte de la présence de cellules souches neurales demeurant capables de produire
de nouveaux neurones dans le cerveau des mammiféeres adultes a généré d'importantes
recherches sur la possibilité d’exploiter et de stimuler ces cellules pour participer a la
régénération du systeme nerveux central (Obernier and Alvarez-Buylla, 2019). En particulier,
la capacité de ces cellules souches et des progéniteurs neuraux a se différencier non
seulement en neurones, mais également en astrocytes et en oligodendrocytes, en font des
cibles thérapeutigues prometteuses dans le cadre de pathologies variées, telles que les
accidents vasculaires cérébraux, les maladies neurodégénératives, ou les pathologies

démyeélinisantes (Moreno-Jiménez et al., 2019; Cunniffe and Coles, 2021; Willis et al., 2022).

Ainsi, dans un contexte de démyélinisation comme la sclérose en plagues, des progéniteurs
neuraux de la ZSV peuvent se détourner de leur destin neuronal et migrer jusqu’aux zones
Iésées pour y produire des oligodendrocytes myélinisants et réguler le microenvironnement
inflammatoire, contribuant de maniére importante a la régénération de la zone Iésée (Xiao et
al., 2018). Les CSN et les PI constituent la majeure partie des cellules recrutées aux sites de
Iésion aprés démyélinisation, et de nombreuses études se sont intéressées a I'étude des
mécanismes qui sous-tendent ce phénoméne (Xiao et al., 2018). Cependant, quelques
rapports précédents font état, en conditions pathologiques, d’'une réorientation d’'un faible
nombre de neuroblastes vers le lignage oligodendrocytaire et de leur participation a la
régénération des tissus lésés (Jablonska et al., 2010; El Waly et al., 2018, 2022). Cette preuve
de principe suggeére que I'étude de I'engagement dans la différenciation neuronale et de la
perte de plasticité des neuroblastes en différenciation pourrait fournir des cibles
thérapeutiques permettant de restaurer la plasticité des neuroblastes, et d’'améliorer ainsi la

contribution des progéniteurs subventriculaires a la régénération de la myéline.

Le laboratoire a précédemment décrit une nouvelle population abondante de neuroblastes
immatures, les NBi exprimant des marqueurs de neuroblastes (Daynac et al., 2013). Cette
population a la particularité de conserver un potentiel de clonogénicité in vitro, ce qui la
distingue des neuroblastes matures mNB qui ont perdu cette capacité (Daynac et al., 2016).
Par ailleurs, les résultats du laboratoire montrent que, bien que le nombre de NBi diminue au
cours du vieillissement chez la souris, cette population reste plus représentée que les CSN

dans les niches neurogéniques de la ZSV y compris & 'dge de 12 mois (Daynac 2016).

La stimulation du potentiel prolifératif et régénératif des NBi endogénes in vivo pourrait donc
constituer une cible thérapeutique dans des contextes de démyélinisation, ainsi que dans des

pathologies liées au vieillissement. Pour cela, il est indispensable de décrypter l'identité des
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NBi et les mécanismes régulant leurs capacités de prolifération et de différenciation. Dans

cette optique, mes travaux de théses reposent sur trois axes d’'investigation.
Axe 1 : Caractérisation moléculaire de la plasticité et du potentiel régénératif des NBI.

L’identification des neuroblastes immatures interroge sur le role et les capacités de ce stade.
En effet, malgré quelques expériences montrant une réorientation des neuroblastes vers un
destin oligodendrocytaire en conditions pathologiques, les populations de neuroblastes de la
ZSV sont encore mal caractérisées, et I'étendue de leur potentiel régénératif est encore mal
compris (El Waly et al., 2022).

Or, la conservation d’'un potentiel clonogénique par les NBi, mais pas par les NBm qui les
suivent, pourrait indiquer un maintien de la plasticité, du potentiel de différenciation, ou encore
des capacités régénératrices déja observés dans les CSN et les Pl (Daynac et al., 2013, 2016).
Pour cela, en s’appuyant sur notre stratégie de purification des populations de progéniteurs
neuraux, nous avons cherché a caractériser le potentiel de différenciation et de prolifération a
long-terme de cette population. Nous avons ensuite cherché a caractériser son profil
d’expression génique a l'aide d’analyses transcriptomiques, permettant de décrire précisément

son identité moléculaire.

Axe 2: Etude des changements moléculaires des NBi aprés culture en hypoxie

physiologique.

Le potentiel clonogénique des NBiI interroge sur leur capacité a maintenir leur état prolifératif
in vitro. En effet, si le maintien du potentiel clonogénique et de la multipotence des CSN en
culture est bien démontré, celui-ci n’a pas été documenté dans les neuroblastes (Reynolds
and Weiss, 1992; Morshead et al., 1994). Pour déterminer le destin des NBi en culture, nous
avons donc cherché a mettre en évidence les changements transcriptomiques intervenant

dans cette population aprés culture en hypoxie physiologique.

Axe 3: Identification d’un acteur moléculaire régulant I’engagement dans la

différenciation neuronale.

La stimulation de I'éventuel potentiel régénératif des NBi nécessite I'identification de cibles
moléculaires responsables de la progression dans la neurogenése et de la perte de la
multipotence. En effet, dans le contexte de pathologies démyélinisantes, le recrutement des
progéniteurs neuraux pour contribuer a I'oligodendrogenése est limité (Jablonska et al., 2010).
Nous avons donc cherché a identifier un acteur spécifique de 'engagement en différenciation
neuronale, et a montrer son influence sur 'engagement dans la différenciation neuronale et le

blocage de la différenciation oligodendrocytaire dans les progéniteurs neuronaux.
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Article

Dans cette premiére étude, nous avons démontré par des expériences in vitro et in vivo, qu'une
population de neuroblastes immatures, les NBi, conservait des propriétés de progéniteurs

,,,,,

se différencier a la fois en neurones et en cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes).

Pour la premiére fois nous avons associé une analyse du transcriptome des populations
neurogéniques a une analyse du transcriptome des cellules uniques. Apres isolation par la
stratégie de tri cellulaire développée au laboratoire, le transcriptome sur géenome entier a été
analysé dans les 4 sous-populations de progéniteurs neurogéniques de la ZSV, les CSN, les
CSNa, les Pl et les NBm, ainsi que dans les NBi CD24+EGFR+ (Daynac 2013). Ces analyses
ont été exploitées pour observer I'’hétérogénéité cellulaire de chacune de ces populations par
la technique de séquengage de 'ARN de cellules uniques (scRNA-seq), a partir de ZSV de
souris témoins ou irradiées, en se basant sur le modéle de régénération de la ZSV aprés

irradiation déja publié par le laboratoire (Daynac 2013).

La combinaison de ces analyses nous ont ainsi permis d’obtenir des signatures moléculaires
des différentes sous-populations neurogéniques de la ZSV, et de mettre en évidence
d’'importants changements moléculaires notamment de génes dont la fonction est de réguler
les épissages alternatifs d’ARN (RSR) impliqués dans [linitiation de la différenciation
neuronale. Enfin, nous avons pu décrire I'hnétérogénéité des NBi au niveau cellulaire et

identifier 2 sous-populations 'une n’exprimant pas le géne Dcx, I'autre exprimant le géne Dcx.

Des expériences a partir d’'un modéle de souris DCX-CreERT2::CAG-floxed-eGFP inductible,
permettant de marquer les neuroblastes exprimant le géne Dcx et de suivre leur progénie, ont
montré que les NBi-eGFP+ Dcx+ présentaient une multipotence in vitro mais avaient perdu
leur potentiel régénératif in vivo. Cette étude a permis de définir le profil d’expression des 9
familles de génes RSR jouant un role essentiel dans I'épissage alternatifs d’ARN décrits
jusqu’alors au cours de la neurogenése embryonnaire, au cours de la neurogenése adulte de
la ZSV.

Ces résultats ont également permis de redéfinir les étapes d’entrée en différenciation des
progéniteurs neurogéniques de la ZSV par l'identification de 2 nouveaux stades de NBi. Un
premier stade D1, Dcx- succédant aux Pl exprimant des marqueurs de prolifération puis un
second stade D2 Dcx+ exprimant des génes de différenciation neuronale précédent les mNB.
Ces données constituent une base d’étude particulierement intéressante pour adresser le
devenir des NBi D1 in vivo et in vitro, notamment leur capacité a générer des NBi D2 ou a

s’orienter vers un lignage glial.
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Summary

The lateral wall of the subventricular zone harbors neural stem cells (NSC, B cells) which
generate proliferating transient-amplifying progenitors (TAP, C cells) that ultimately give rise
to neuroblasts (NB, A cells). Molecular profiling at the single cell level struggles to distinguish
these different cell types. Here, we combined transcriptomic analyses on FACS-sorted cells
and single-cell RNAseq to demonstrate the existence of an abundant, clonogenic and
multipotent population of immature neuroblasts (iNB or D cells) at the transition between TAP
and mature NB. iNB are reversibly engaged in neuronal differentiation. Indeed, they retained
molecular features of both undifferentiated progenitors, plasticity and unexpected regenerative
properties. Strikingly, they underwent important progressive molecular switches, including
changes in the expression of splicing regulators leading to their final differentiation in mature
neuroblasts subdividing them into 2 subtypes, D1 and D2. Due to their plastic properties, iNB

could represent a new target for regenerative therapy of brain damage.

Key words: Subventricular zone, adult neurogenesis, transcriptomic analyses, immature

neuroblasts
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Introduction

New neurons are constantly produced from neural stem cells (NSC) throughout life in
two restricted neurogenic areas of the adult mammalian brain: the sub-granular zone (SGZ) of
the hippocampus and the subventricular zone (SVZ) *. The lateral wall (LW) of the SVZ,
adjacent to the striatum, is the largest germinal zone of the adult mouse brain, in which NSC
(type B1 cells) are produced during the embryonic development and are mostly in a quiescent
state thereafter 2. Upon activation, NSC divide and give rise to rapidly dividing transit-
amplifying cells (TAP, type C cells), which ultimately produce neuroblasts (NB, type A cells).
These neuroblasts migrate out of the SVZ anteriorly along blood vessels and the rostral
migratory stream (RMS) to reach the olfactory bulb (OB) where they integrate and differentiate
into various subtypes of interneurons required to fine-tune odor discrimination . The diversity
of the OB interneurons depends on the intrinsic regional identity of NSC in the SVZ along the

anterior-posterior and medial-lateral axes 1.

Besides their neurogenic fate, NSC and neural progenitors present in the SVZ are also
proficient to produce astrocytes and oligodendrocytes that migrate toward the corpus callosum,
the RMS and the striatum in the normal >57 and injured adult brain °.

Transcriptomic analyses using different combinations of cell surface markers and
transgenic mice models to isolate SVZ cells have provided important initial insights into stem
cell quiescence and have highlighted consecutive transitions during neuronal lineage
progression 21013, Since then, the single cell RNA-sequencing has revolutionized the field and
has made it possible to precisely elucidate the transcriptome of SVZ cells in the LW 417 and

in the septal wall which also harbours NSC niches 8.

We have previously developed a FACS-based method, based on the combination of
three surface markers (LeX, EGF receptor, CD24), allowing to sort five distinct SVZ cell
populations: quiescent NSC (LeX-EGFR-CD24-, hereafter referred to as sorted-qNSC, s-
gNSC), activated NSC (LeX+EGFR+CD24-, referred to as sorted, s-aNSC), transit amplifying
cells (LeX'EGFR*CD24, referred to as sorted, s-TAP), immature (LeX EGFR*CD24"", referred
to as sorted, s-iNB) and mature neuroblasts (LeX'EGFR-CD24"", referred to as sorted, s-mNB)
from the adult mouse brain %29, Importantly, whereas s-iNB presented neuroblast markers,
e.g. CD24 and doublecortin, they represented the most abundant population among SVZ

cycling progenitors (approximately 4.3% of total SVZ cells vs 1% s-aNSC and 2.5% s-TAP) %,
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We have shown that following a genotoxic stress (exposition to ionizing radiation)
inducing the depletion of cycling progenitors, s-gNSC exit quiescence restoring successively
s-aNSC, s-TAP, s-iNB and finally s-mNB 2.

Transcriptomic studies revealed that age-related SVZ neurogenesis decline is
associated with TGFR signaling and specific cell cycle regulation changes in s-aNSC. A
progressive lengthening of aNSC G1 phase with age leads to a decrease in the production of
s-TAP, s-iINB and s-mNB 2°-22, However, despite the decrease of neurogenesis with age, the

s-iNB remained more abundant than s-aNSC and s-TAP in the aged brain 22,

Studies of SVZ neural progenitors have essentially focused on the characterization of
the molecular mechanisms regulating quiescence, activation and the regenerative potential of
aNSC. Here, we combined transcriptome analyses using DNA microarrays on FACS-sorted
cells and single-cell RNAseq to demonstrate that the recently reported population of iNB form
a molecularly distinct class of SVZ cells, exhibiting molecular features of both neural
progenitors and neuroblasts while keeping unexpected regenerative capacity and plasticity.
We identified important and sequential molecular switches occurring in these cells before their
final differentiation in mature neuroblasts. Altogether, these data led us to propose a revision

of the current model of adult neurogenesis.

Results

Regenerative potential and multipotency of sorted iNB in vitro and in vivo

We have previously shown that s-INB had a clonogenic potential and were able to
proliferate for weeks in vitro in normoxic conditions (20%02) unlike s-mNB 2°. However, s-iNB
exhibited reduced clonogenic potential compared to that of s-aNSC and s-TAP (Fig.1A). It has
been previously reported that hypoxic conditions promoted SVZ NSC proliferation and
neurogenesis 2324, Hypoxic conditions (4%02) had no effects on s-mNB, but increased the
proliferation capacities of s-aNSC, s-TAP and s-iNB, which reached similar growth rates,
making them undistinguishable based on these timepoints (Fig.1A). Hypoxic conditions also
increased the clonogenic potentials of both s-TAP and s-iNB but not that of s-aNSC (Fig. 1B).
In these conditions, the clonogenic potential of s-TAP reached similar values as s-aNSC, but
that of s-iNB was still lower (Fig.1B).
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Quite surprisingly, freshly isolated s-iNB had the capacity to generate the three neural
lineages, neurons, astrocytes and oligodendrocytes when plated for 5-7 day in the appropriate
differentiation media, similarly as s-aNSC and s-TAP (Fig.1C).

Thus, to assess the regenerative potential of these immature neuroblasts in vivo,
eGFP* INB were sorted from B-actin:eGFP mice then transplanted into the left striatum of
recipient C57BI/6 mice and compared to eGFP*s-mNB and eGFP*s-NSC/TAP. Five weeks
after transplantation, eGFP* cells were detected in different regions of interest (Table 1) in the
brains of mice transplanted with eGFP*s-NSC/TAP or eGFP*s-iNB, whereas no eGFP+ were
observed after transplantation of eGFP*s-mNB even at the injection site (IS) (Table 1). Except
in one out 3, animals transplanted with eGFP*s-iINB presented high levels of eGFP* cells in
the OB with levels equivalent or superior to animals transplanted with eGFP*s-NSC/TAP or
eGFP*s-iINB (Fig. 1D). EGFP" cells were detected in the rostral migratory stream (Fig. S1A)
as well as in the granular cell layer (GCL) and the external plexiform layer (EPL) of the OB
where they differentiated into NeuN*™ neurons in 2/3 animals transplanted with eGFP*s-iNB
(Fig.1Da) and in 3/3 animals transplanted with EGFP*s-NSC/TAP (Table 1).

Importantly, eGFP* cells were present in the SVZ of all animals transplanted with
eGFP*s-iINBs and EGFP*s-NSC/TAPs (Fig. 1Db, Fig. 1Dc), some of them expressing GFAP
suggesting a possible conversion of eGFP*s- iNB into NSC (Fig. 1Db3, Fig. 1Dc2). Plasticity
of s-iNB was also shown by detection of eGFP*s-NB and eGFP*s-NSC/TAP eGFP* expressing
markers of astrocytes (GFAP) (Fig. S1Bal) and oligodendrocytes (CNPase) (Fig. S1Bb2) at
the IS.

Figure 1: Plasticity of iNB in vitro and in vivo. s-aNSC, s-TAP, s-iNB, and s-mNB were sorted from
the SVZ of 2-month old C57BI/6 mice. (A) Population doublings (PD) over 3 passages. Data were
obtained from 3 independent experiments (n=8). (B) Clonogenicity assay. Results were obtained from
2 independent experiments. The number inside the bars indicated the number of microplate wells
analyzed (mean £ SEM). (C) Differentiation assay. Representative images of immunofluorescence of
freshly sorted iNB cells cultured in oligodendrocyte, astrocyte, or neuronal differentiation medium, and
stained either for NG2 and CNPase, or for GFAP and CD133 or for BllI-Tubulin and DCX expressions,
respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Scale bar: 20um. (D) EGFP-positive iINB were isolated
from O0actin:eGFP mice and transplanted unilaterally at 3 injection points at proximity of the dSVZ/RMS
of recipient C57BI/6J mice. Transplanted brains were analysed five weeks later by immunostaining. (a)
Detection of eGFP+ cells in the granule cell layer and the external cell layer of the olfactory bulb of a
mouse transplanted. (al-a2) a2 high magnification of the inset (dotted line in A) showing eGFP+ NeuN+
cells (white arrows). (b-c) Detection (white arrows) of eGFP+ GFAP+ cells in the dorsal (b2) and lateral
(c2) SvVZ. GCL:granule cell layer, EPL : external plexiform layer, GL: glomerular layer, ISVZ: lateral
SVZ, dSVZ: dorsal SVZ, Scale bars= 40pum or 100um.
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Overall, these results demonstrate the plasticity of s-iNB in vitro, making them very
similar to s-NSC/s-TAP, questioning the exact nature of this abundant SVZ cell populations
that express neuroblast markers.

s-iNB are a molecularly distinct class of proliferating SVZ progenitors

We characterized the transcriptomic profiles of each SVZ populations sorted from 2
month-old C57BI/6 mice using Clariom™ D mouse microarrays that provides intricate
transcriptome-wide gene- and exon-level expression profiles (Fig. 2A).

Pseudotime trajectory analysis (TSCAN) 2° based on 3679 highly dispersed genes
between the five sorted cell populations confirmed the lineage progression from s-gNSC
(clusterl), then s-aNSC and s-TAP within a single cluster (cluster2), followed by s-iNB
(cluster3) and finally s-mNB (cluster4) (Fig. 2B). Another pseudotime analysis excluding s-
gNSC, based on 1481 highly dispersed genes, delineated two distinct clusters for s-aNSC and
s-TAP (Fig. 2C), highlighting their molecular differences.

Venn Diagram comparison of data sets revealed 2950, 315, 129, 395 and 1693 genes
unique to s-gNSC, s-aNSC, s-TAP, s-iNB and s-mNB respectively (Supp_data_1). G:Profiler
functional profiling of these transcriptome signatures with KEGG and reactome databases
uncovered significant stage-dependent changes (Fig.S2, Supp _data 1). S-aNSC
overexpressed genes involved in metabolism of glycoxylate and dicarboxylate metabolism. S-
gNSC rather overexpressed genes related to the metabolism of lipids and Rho GTPase cycle.
TAP significantly displayed genes involved in Mitotic, G1 phase and G1/S transition, Activation
of the pre-replicative complex. S-mNB specifically overexpressed genes involved in axon
guidance and nervous system development. Conversely, s-iNB signatures contained many
genes linked to cell cycle, prometaphase, M phase, and cell cycle checkpoints, clearly

distinguishing them from the other cell populations including s-mNB.

Alternative splicing (AS) plays various functions in brain development including neural
cell differentiation and neuronal migration 26-%°, Using the splicing index (SI) corresponding to
a value assigned to each exon by estimating its abundance with respect to adjacent exons, we
identified differentially spliced genes (DSG, adjusted p-value < 0.05) between the successive
cell transitions along neurogenesis. Results show a very large number of DSG between s-
gNSC vs s-aNSC (9484) then no DSG at the s-aNSC and s-TAP transition, only 169 between
the s-TAP and s-iNB transition, and finally 3759 between s-iNB and s-mNB (Supp_data_2).
Functional profiling analysis with g.Profiler linked the DSG between s-TAP and s-iNB to the
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Figure 2: Transcriptomic analysis of SVZ neural progenitor cells. (A) Schematic illustration of cell
sorting strategy for purification of the five major neurogenic populations (s-qNSC, s-aNSC, s-TAP, s-
iNB, s-mNB) of SVZ microdissected from adult mouse brains. (B) Pseudotime analysis showing the
lineage progression of sorted cell populations based on the highly dispersed genes between s-gNSC,
s-aNSC, s-TAP, s-iINB and s-mNB. (C) Pseudotime analysis after exclusion of s-gQNSC based to further
discriminate s-aNSC and s-TAP. (E) Heatmap representation of RSR genes differentially expressed
among s-aNSC, s-TAP, s-iNB, s-mNB (FDR p-value<0.05).

nervous system development (GO:0007399) and those between s-iINB vs s-mNB to cellular

component organization or biogenesis (G0O:0071840).

<

We then focused on the differentially expressed genes (adjusted p-value < 0.05)
belonging to the nine families of RNA splicing regulators (RSR) that play essential roles in the
neurogenic pathway (Ptbp, Nova, Rbfox, Elavl, Celf, Dbhs, Msi, Pcbp, and Mbnl) 2. Strikingly,
a clear down-regulation of most RSR gene expression distinguishes s-qNSCs from the other
populations (Supp_data_3). Interestingly another shift discriminates s-aNSC and s-TAP from
s-mNB (Supp_data_3). This led us to identify several groups of RSR genes in function of their
variation of expression along with neurogenesis: the groups 1 and 6 were overexpressed in s-
aNSC and s-TAP and downregulated in s-mNB; the group 2, 3 and 5 were up-regulated in
MmNB as compared to s-aNSC and s-TAP. All these groups were up-regulated in s-iNB,
suggesting that the switch in RSR expression between cycling progenitors and s-mNB

occurred in these cells (Fig. 3D). Interestingly, Ptbpl, a major splicing repressor 3!, was
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downregulated in s-mNB as compared to s-iNB, consistently with the large increase in DSG at

the transition between s-iNB and s-mNB.

Altogether, these data confirm at the molecular level that s-INB comprises cycling
progenitors at the transition between s-TAP and s-mNB that undergo important molecular
switches, which include major changes in the expression of some RSR genes leading to a

major increase in the number of DSG occurring at the final maturation of s-mNB.

s-iNB correspond to specific SVZ cell clusters identified by single cell RNA sequencing
(scRNAseq)

We compared our microarray datasets to published scRNAseq datasets from adult
mouse SVZ #1732 Violin plots show that s-gNSC and s-mNB perfectly matched with the
corresponding populations identified in these studies, which was less obvious for s-aNSC and
s-TAP (Fig. S3). s-iINB matched with the clusters termed “Mitosis” (Class VI) in the study of
Llorens et al. *2and “Mitotic TAP” in that of Zywitza et al.'’, and with clusters 8, 10, 17, 16
linked to “Mitosis”, but also with clusters 6 and 15 described as DCX*Ki67" neuroblasts in the
study by Cebrian_Silla et al. 4. These comparisons thus confirm that s-iNB comprise cycling
SVZ cells exhibiting both TAP and NB features, which illustrates the difficulties to determine
the exact nature of cell clusters identified by SCRNAseq.

We have previously reported 2° that after brain exposure to ionizing radiation,
proliferating progenitors, which are highly radiation-sensitive, are rapidly eliminated, whereas
gNSC are radiation resistant and repopulate the different SVZ neurogenic cell populations
successively in the irradiated brain. We therefore used this model and our transcriptomic
signatures of SVZ stem and progenitor cells to gain new insights on the nature and the

hierarchical ordering of neural progenitor clusters identified by sc-RNAseq.

TenX Genomics droplet-based single-cell transcriptomic analyses were performed on
SVZ cells from 2 mice, 5 days after irradiation (4 Gy, SVZ only) and from 2 non-irradiated
control mice after removal of myelin and red blood cells (Fig. 3A). Based on a filtering criterion
of 1,500 genes/cell to exclude low-quality sequenced cells, 17,343 cells were retained for
analysis, divided into 11,529 non-irradiated cells and 5,814 irradiated cells (Fig. S4).

Non-irradiated and irradiated samples were combined and integrated using the
SCTransform workflow. After integration, PCA was performed and 50 PCs were used for
Uniform-manifold approximation (UMAP). Leiden graph-based clustering with a resolution 1.2
identified 33 clusters (Fig. S5A). These clusters were first annotated based on the expression

of known cell markers (Fig. 3B and C, Fig. S5B). Nineteen clusters, gathering more than half
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Figure 3: scRNA-seq analysis of the lateral SVZ. (A) Experimental design. (B) Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) of the 17343 high-quality sequenced cells annotated with
corresponding cell type, combining scRNA-seq datasets of non-irradiated mice and 4Gy irradiated mice.
Clustering analysis at resolution 1.2 segregated cells into 33 clusters that were matched with
corresponding cell types determined with marker expression in (C). Among them, 14 clusters (dotted
lines rectangle) corresponded to the clusters of astrocytes and neurogenic cells (ANC). (C) Violin
diagrams illustrating the expression level of known cell markers in the 33 clusters according to the
literature. (D) Violin diagrams representing the expression level of selected markers specific to
neurogenic cells and astrocytes from ANC clusters at the resolution 1.2. (E) UMAP focusing on the ANC
subset. (F) UMAP of the top UCell score for the top 100 highly expressed genes of each neurogenic cell
sorted population in the ANC clusters (Supp_data_1). (G) Chord diagram illustrating the correspondence
of cell clusters with population top score. Cluster 10 matched with both s-TAP and s-iNB and clusters 8
and 19 both to s-iNB and to s-mNB. (H) Feature plot of cell cycle scoring (I, J) UMAP representation of
ANC clusters in the unirradiated (l) and irradiated (J) samples. (K) Barplot showing the recovery ratios
of each cluster in irradiated brains calculating as the number of cells per clusters from irradiated brains
/control brains normalized to the respective numbers of s-qNSC (cluster 4). Taking into account UCell

score results, s-iNB clusters overlapped the cluster 10 and 8 containing s-TAP and s-mNB, respectively.

of SVZ-residing cells, corresponded to (by decreasing abundance): microglia (expressing
P2ry12 expression %), ependymal cells (expressing S1004 and Slcla3 34), endothelial cells
(expressing Flt1 %), oligodendrocyte progenitors (OPC; expressing Pdgfra %¢), Myelin forming
oligodendrocytes (MFOL; expressing Mog /) and pericytes (expressing Vtn and Pcam1 17:37),
and dopamine neurons (expressing Vglut2 38). The 14 other clusters corresponded to
astrocytes and neurogenic cells (Fig. 3B, C, D). The clusters 4 and 13 that express S1005
(Fig. S5B) were further identified as gNSC (cluster 4) and astrocytes (cluster 13) by using the
transcriptomic signatures described by Cebrian et al. 2021 (Fig S5C, Supp_data_4). Cluster
17, expressing Gfap, Thbs4, S10006, Egfr®™ and Ascl, was identified as aNSC ** and cluster
20, expressing Egfr and Ascl, as TAP %*. Cycling progenitors (Clusters 10, 5, 12, and 8) were
defined by the expression of proliferative markers such as Top2a, Mki67, Ascll. NB engaged
toward neuronal differentiation (clusters 1, 3, 7 and 9) were characterized by the loss of Mki67

and Ascll and the expression of Robo2 and Dcx.

We then applied the UCell workflow to further characterize the neurogenic clusters (Fig.
4E) with the transcriptomic signatures of each of our five sorted SVZ cell populations
(Supp_data_1), calculating individual cell scores for each signature based on the Mann—
Whitney U statistical analysis, and attributing cells to populations based on the highest score
amongst signatures “°. This score allowed us to unequivocally attribute some clusters to the

sorted cell populations (Fig. 3F and G): cluster 4 and 13 matched with s-qNSC, cluster 17 with
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s-aNSC, cluster 20 with s-TAP, clusters 5, 15 and 12 with s-iNB and finally clusters 7, 9, 1 and
3 to s-mNB. Reflecting the continuous nature of the SVZ neurogenic process, the cluster 10
matched both with s-TAP and s-iNB and clusters 8 and 19 both to s-iNB and to s-NB. Cell-
Cycle Scoring % indicated that the clusters related to s-iNB were enriched in cells in S or G/2M
phase (Fig. 3H).

As the consequence of radiation-induced cell death, the relative abundances of each
cluster were different in controls (Fig. 31) and irradiated (Fig. 3J) brains, and dependent on the
progressive repopulation of the different types of progenitors. After normalization to the
numbers of s-gNSC (cluster 4), which are supposed not to be affected by irradiation %, the
ratios of the number of cells per clusters in irradiated brains over that in unirradiated controls
gave an index of the progressive reconstitution of each cluster (Fig. 3K) . As expected, clusters
17 and 20, corresponding to s-aNSC and s-TAP respectively, were almost entirely
regenerated. The decreasing values of the ratios allow temporal ordering of the regeneration
of each cluster corresponding to s-iNB along with neurogenesis as follows: 10, 5, 15, 12, and
8, the latter being the one at the INB vs mNB transition as anticipated above.

We next addressed the expression of RSR genes in each cluster (Fig. 4). Not all genes
could have been investigated since some of them were below the detection threshold in all the
cell populations studied. The expression of RSR genes (Kdrbs3, Kdrbsl Elavi3 and Elavi2,
Elavl4, and Celfl) that were shown to increase along with neurogenesis in microarrays, also
increased in cluster 10, remained stable in the other clusters related to s-iNB and reached a
maximal value in the s-mNB clusters (Fig. 4A). Conversely, the expressions of Mbnl1l and Msi2
that were shown to decrease along with neurogenesis in microarrays (Fig. 4B) peaked in the
clusters related to s-aNSC (17) and s-TAP (20), decreased in the cluster 10, remained low in
the clusters related to s-iNB (5, 15, 12, 8) and were not detected in the clusters related to s-
mNB (19, 1, 3, 7, 9). Altogether, these data corroborate our microarray data and show that a
major switch in the expression of RSR genes occurs in the clusters related to s-iNB.
Interestingly, the splicing repressor Ptbpl was similarly expressed in s-aNSC, s-TAP and s-
iNB-related clusters but was downregulated progressively in the successive s-mNB clusters,
suggesting that changes in Ptbpl expression constitute an important molecular step for the

final maturation of mNB, which involves a major increase of DSG.

The Dcx status identifies two molecularly distinct subpopulations in s- iNB

We have previously shown by immunofluorescence that not all s-iNB were positive for
doublecortin (DCX) expression, a common marker of neuroblasts %. Violin plot (Fig. 3D) and

feature plot (Fig. 5A) show that Dcx expression was restrained to s-mNB and to clusters

82



A

RSR genes increasing with neurogenesis

o0etr PP PPPPP| cm
1o b b ot o s b | Co
| 21 bbdbdd DD &2
10 4 4 4 4 4 00 0004 C8

ol e e b ke b e b b | P00
R 22 21 12122
16 DDt dddd Kl
' . & 3 3 e e apy W Nova2
I‘*+|...*“*Srrm4

Celf5
Elavil
Elavi3

1 1 PP POOP
S 5 ) ; A A : A 8 ) l A Mbni2
12 040406 4CPOP

Khdrbs3

w

w

w

w
-
..
.
-
=
-
-~

Expression Level

Rbfox1

|
' f’+ Celfa

clusters

o
—
Q
7]
4
©

0

B RSR genes decreasing with neurogenesis

1444448 byy 4™

Ptbpl

Expression Level

Msi2

boeeeeePidde

clusters»'»@%%'bﬁe:xs'\q

C —
<
n

0

s-aNSC
s-iNB
s-mNB

Figure 4: Expression of RSR genes in scRNA-seq neurogenic clusters. Violin diagrams illustrating
the expression of the RSR genes increasing (A) or decreasing (B) with neurogenesis.

83



related to s-iNB in which it increased consistently with the hierarchical ordering defined above.
Variations in Dcx expression among iNB-related clusters let us to analyse separately Dcx™

high

and Dcx™" cells. The ratios of numbers of cells per cluster indicated a greater recovery of

high

Dcx" cells as compared to Dex™" cells in s-iNB related clusters from irradiated brains (Fig.

5B), reflecting their temporal ordering.

Characterization of differentially expressed genes according to the Dcx status in these
clusters showed 588 unique genes expressed in the Dcx” cells and 98 genes specifically

expressed in the Dcx™o"

cells. Functional enrichment profiling using the g:Profiler software
illustrates biological differences between both populations : genes related to Metabolism of
RNA were overrepresented in the Dcx'® cells whereas genes linked to GABAergic synapse,
Neuronal System were rather overexpressed in the Dcx™" cells (Supp_data_5). Notably, 55%
of Dcx™" cell specific genes were s-mNB genes (e.g. Robo2, Gap43, Nav3). Further analysis
of RSR genes expression in function of the Dcx status, clearly confirmed that progressive
transcriptomic changes occurrs between Dcx® and Dex™" cells (Fig. 5C, D). However, RSR
gene profiles of Dcx™ cells in clusters related to s-iINB were obviously different from that
related to both s-TAP and s-NSC, and that of Dcx"9" cells from that of s-mNB. Similar results

were obtained with cells from irradiated brains (Fig. S6).

These data clearly show that the clusters related to s-iNB contained cells engaged in
neuronal differentiation that are molecularly distinct from the other types of SVZ neurogenic
cells already characterized. This suggest that s-iNB correspond to a new type of cycling

neurogenic progenitors progressively engaging in neuronal differentiation.

We next took advantage of the DCX-CreERT2::CAG-floxed-eGFP mice model,
allowing the expression of eGFP in cells expressing Dcx after the administration of Tamoxifen
to sort eGFP*CD24+EGFR+ cells corresponding to Dcx"@"NB and eGFP-CD24+EGFR+ cells
containing the Dcx®"iNB to distinguish further these two populations at the functional level. As
shown in Fig. 6A and B, recombinant eGFP*iNB exhibited a clonogenic potential and a rate of
population doublings quite similar to eGFPiINB and total iNB, whereas eGFP* mNB did not
show clonogenic potential and did not proliferate at long-term in vitro. Moreover, we showed
that both eGFP*INB and eGFP iINB have the capacity to generate the three neural lineages,
neurons, astrocytes and oligodendrocytes, when plated for 5-7 days in the appropriate

differentiation media (Fig. 6C), similarly as s-iNB (Fig. 1C).

By contrast, when eGFP+iNB were transplanted into the brain of C57BI/6J mice, no
eGFP+ cells persisted at long-term (5 weeks), suggesting that the in vivo plasticity and

regenerative properties of s-iINB were rather associated to Dcx®"iNB (Fig. S7).
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Discussion

This study bridges the cellular and molecular characterizations of SVZ neural
progenitor populations. We combined the transcriptional profiling using DNA microarrays of
SVZ cells that were sorted by an efficient FACS strategy ° and large-scale scRNAseq to
decipher the progressive molecular and cellular changes involved in SVZ neurogenesis. Our
model of regeneration of the neurogenic niches after brain irradiation % allowed a unique way
to determinate the sequential regeneration of the different types of neurogenic cell clusters
identified by scRNAseq that were precisely characterized using the respective molecular
signatures of sorted-SVZ cells, providing new insights onto the progression of SVZ
neurogenesis. We show that iNB is an abundant population of cycling progenitors, which are
more advanced towards neuronal differentiation than TAP, while retaining unexpected stem
properties unlike mNB. We suggest that major splicing regulations in iNB might be critical for

the final commitment to the neuronal fate.

Our results constitute a valuable resource for delineating the molecular transitions
occurring during neurogenesis, that are orchestrated by numerous differentially expressed
genes and alternative splicing variants. The transition from gNSC to aNSC has been
abundantly investigated in the literature 532, but the transcriptional shift leading to the
differentiation of neural progenitors into neuroblasts has not been thoroughly analysed to date.
We showed that it occurs in immature neuroblasts, which form a relatively abundant
subpopulation of SVZ cells, which exhibit specific transcriptional features distinguishing them
from TAP and mNB.

Consistently with previous works showing that a subpopulation of newly generated
neurons continues to divide in the SVZ 4442, we formerly described the isolation of s-iINB as a
subset of cycling SVZ cells that expressed both CD24, a neuroblast marker, and EGFR, a
marker of cycling progenitors %21, This was consistent with prior findings describing a subset
of neuroblasts co-expressing ASCL1 and DCX or CD24"" expressing low levels of EGFR in
the adult SVZ 33943, Here, we evidenced that s-iNB comprise a molecularly distinct population
of cycling cells at the transition between TAP and mNB, and exhibiting molecular
characteristics of both these cell types.

The capacity of heuroblasts to reorient towards the glial lineage in pathological contexts
have been reported previously 446, Consistent with the molecular findings showing that s-iNB
kept transcriptional features of NSC and TAP, we showed that s-iNB also kept in vitro and in
Vivo a regenerative potential similar to that of s-aNSC and s-TAP. Importantly, this may also
include the capacity to dedifferentiate in vivo and generate NSC as suggested by the detection

of GFAP-positive engrafted cells persisting in the SVZ.
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Figure 6: Plasticity of DcxHigh iNB in vitro. (A) Clonogenic potential of FACS-isolated eGFP+iNB
and eGFP-iNB, and recombined eGFP+mNB isolated from DCX-CreERT2::CAG-floxed-eGFP mice, 7
days after the first injection of tamoxifen. (B) Population doublings (PD) of FACS-isolated eGFP+iNB
and eGFP-INB, eGFP+mNB cells and total iNB cells (regardless of eGFP status). No statistical
difference was found in the growth rate of the different isolated populations. (n = 8) (C) Representative
images of immunofluorescence of freshly sorted eGFP+iNB cells cultured in either oligodendrocyte, or
astrocyte, or neuronal differentiation medium, and stained for NG2 and CNPase, GFAP and CD133,

BlI-Tubulin and DCX, respectively. Scale: 10um.

Interestingly, s-iNB corresponded to several scRNAseq clusters, which were not clearly
characterized in the literature. Our model of SVZ regeneration established the hierarchical
ordering of these clusters, in which we showed progressive molecular changes leading to the
differentiation into mature neuroblasts. This includes the increase in Dcx expression. Dcx"on

cells in these clusters have transcriptional features confirming they are more engaged in the
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differentiation than their Dcx® counterparts. Importantly, we showed that Dcx"" and Dcx'™"
cells in these clusters remained molecularly distinct from both TAP and mNB. We thus propose
a revision of the current model of SVZ neurogenesis by introducing iNB or D cells, as highly
cycling progenitors that undergo progressive neuronal differentiation but retain multipotency.
D cells could be further divided in two subclasses of cells in function of their progression into
the neuronal differentiation process: D1 cells corresponding to Dcx® iNB immediately
succeeding the stage C (TAP) and preceding D2 cells, corresponding to Dcx"9" iNB, and finally
the stage A (mNB). Importantly, we showed that both D1 and D2 cells retained transcriptomic
features differentiating them from both TAP and mNB, whereas only D1 cells retained a

regenerative potential both in vitro and in vivo.

One of the most important findings of this study is the first characterization of AS events
and RSR expression variations occurring along with neurogenesis. It is now established that
AS events are known to play important roles in neural cell differentiation, neuronal migration,
synapse formation, and brain development 27-3047-45_Neurons are characterized by a pervasive
use of alternative exons %5, Consistently, we showed a dramatic increase in DSG at the
transition between s-iNB and s-mNB. These alternative splicing events are clearly related to
the major changes in RNA splicing regulators (RSR) expressions occurring in these cells.
Indeed, we identified RSR genes whose expression increased with neurogenesis while others
that decreased with neurogenesis. Some groups of genes were upregulated in s-aNSC, s-
TAP, such as Msil and Msi2 consistently with their known role in maintenance and renewal of
stem cells 254, while some others were upregulated in s-mNB, such as Elavi3 and 4, known
as positive regulators of neuronal differentiation RNA sequences °**°. Interestingly, both
groups of RSR genes were overexpressed in clusters related to s-iNB, which undoubtedly
distinguished these cells from both s-TAP and s-mNB and confirmed that molecular switches

important for neuronal differentiation occurred in D cells.

Further analysis of scRNAseq clusters showed that these transcriptomic switches
occurred sequentially from D1 cells to D2 cells. Indeed, the expression of Elavl4 progressively

increased from the Dcx®V iNB/D1 cells to the Dcx™9

iINB/D2 cells fractions, confirming their
progressive commitment into neuroblasts and overall the validity of new stages in the model
of SVZ neurogenesis we propose. Strikingly, the splicing repressor, Ptbpl, was expressed in
D1 cells at levels similar to those in s-aNSC and s-TAP, but decreased in D2 cells, and was
undetectable in mature neuroblasts. These data suggest that expression of Ptbpl may play an
important role in maintaining the regenerative properties in D1 cells, which should be further

investigated.
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Our study has been performed on cells collected from the SVZ the lateral walls of the
ventricles of young adult mice. The transcriptional signatures we provide here may thus be
useful for further characterization of neurogenic cells present in the septal wall of the SVZ 18,

To conclude, we have characterized the molecular features of iNB/D cells, a relatively
abundant population in the adult SVZ that kept unexpected plasticity and multipotency that
persist in the aged brain. They may thus represent a new target in regenerative medicine. We
have shown that these cells undergo major transcriptomic changes involving AS and
associated to switches in RSR genes expression. Dysregulations of many of these RSR genes
have been involved in cancer and neurodegenerative diseases °¢. Further characterization of
iNB/D cells using the tools we developed may be useful to determine the potential therapeutic

targeting of these cells in various brain pathologies.
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STARXMethods

KEY RESSOURCES TABLE

REAGENT or RESSOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

PE-rat Anti-mouse CD24 (clone | BD Biosciences Cat#307567;RRID:AB_2034001
1/69)

FITC-rat Anti-mouse CD15 (clone | BD Biosciences Cat#340703; RRID:AB_400103

MMA)

BV421-mouse Anti-human CD15 | BioLegend Cat#323039; RRID:AB_2566519
(Clone W6D3)

Alexa647-conjugated epidermal | ThermoFisher Scientific | Cat#MA7-00308-A647
growth factor (EGF) ligand (clone

30H45L48)

Goat Anti-GFP Abcam Cat#ab6673
Rabbit Anti-GFP Abcam Cat#ab290
Mouse Anti-mouse O4 (clone 81) | Merck Millipore Cat#MAB345
Rabbit Anti-mouse NG2 Merck Millipore Cat#AB5320
Goat Anti-mouse Dcx C-18 Santa Cruz Cat#sc-8066
Rabbit Anti-mouse Dcx CellSignaling Cat#4604
Rabbit Anti-mouse Tubulin B3 | Covance Cat#PRB-435P
(TUBB3)

Mouse Anti-mouse Gfap (clone | Merck Millipore Cat#MAB3402
GAb)

Rabbit Anti-mouse Gfap Merck Millipore Cat#G9269
Rat Anti-CD133 (clone 13A4) Merck Millipore Cat#MAB4310
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Mouse Anti-mouse CNPase (clone
11-5B)

Goat Anti-mouse 0Olig2

Mouse Anti-mouse NeuN (clone
AB60)

Alexa Fluor 594_ Donkey anti-
Mouse 1IgG (H+L) Secondary
Antibody

Alexa Fluor 488 Donkey anti-
Mouse IgG (H+L) Secondary
Antibody

Alexa Fluor 647_ Donkey anti-
Mouse 1gG (H+L) Secondary
Antibody

Merck Millipore

Biotechne

Merck Millipore

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Cat#MAB326

Cat#AF2418

Cat#MAB377

Cat#A21203

Cat#A21202

Cat#A32787

Chemical, peptides, and

recombinant proteins

Albumin Bovine Serum 10%

Merck Millipore

Cat#9048-46-8

Percoll Merck Millipore Cat#GE17-0891-01

DPBS w/o calcium w/o | ThermoFisher Scientific | Cat#12559069

magnesium

NeuroCult Basal medium STEMCELL Cat#05700
Technologies

Heparin Solution STEMCELL Cat#07980
Technologies

Epidermal Growth Factor Protein, | Merck Millipore Cat#GF144

human recombinant

Fibroblast growth Factor basic, | Merck Millipore Cat#GFO003AF

human recombinant

Poly-L-ornithine solution Merck Millipore P4957

Poly-D-lysine solution Merck Millipore 25988-63-0

DMEM:F12 medium ThermoFisher Scientific | 31331028

B-27-Supplement Minus | ThermoFisher Scientific | Cat#10889038

Antioyxidants (AO)

Fetal Bovine serum ThermoFisher Scientific | Cat#10082139

D-(+)-Glucose Merck Millipore Cat#G7021

Sodium bicarbonate Merck Millipore Cat#S5761

HEPES sodium salt Merck Millipore Cat#H3784

Insulin from bovine pancreas Merck Millipore Cat#11882

Apo-Transferrin human Merck Millipore Cat#T2252
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Progesterone Merck Millipore Cat#P6149
Putrescine Merck Millipore Cat#P7505
Sodium selenite Merck Millipore Cat#S9133
Papain Worthington Cat#LK003150
Biochemical
Tamoxifen Sigma Aldrich Cat#T5648
Corn oil Sigma Aldrich Cat#C8267
Solution de paraformaldéhyde, | ThermoFisher Scientific | Cat#15670799

4 % en PBS

Triton X-100 Sigma Aldrich Cat# 11332481001
Propidium iodide Sigma Aldrich Cat#P4170
Hoechst 33258 ThermoFisher Scientific | Cat#H3569

Critical Commercial Assays

Red blood Cell lysis solution

Milteny Biotec

Cat#130-094-183

Dead Cell Removal Kit

Milteny Biotec

Cat#130-090-101

RNeasy Micro Kit Qiagen Cat#74004
RNase-Free DNase Set Qiagen Cat#79254
AgilentHigh Sensitivity DNA Kit LabChip Cat#5067-4626

Chromium Next GEM Chip G
Single Cell Kit

10X GENOMICS

Cat#PN-1000127

Dual Index Kit Plate TT Set A

10X GENOMICS

Cat#PN-1000215

Deposited data

List of Significantly Upregulated | Zywitsa et al., 2018 TableS1
Genes in All Identified Cell Types
List of Significantly Upregulated | Zywitsa et al., 2018 TableS3

Genes in Subclusters, Related to

Figures 3 and S4.

B cells vs. astrocytes: DE genes

and GO terms

Cebrian et al. 2021

Supplementary file 1

scRNAseq datasets from the
University of California Santa Cruz

Cell Browser

Cebrian et al. 2021

https://svzneurogeniclineage.cells.u

csc.edu.

List of cluster gene sets and GO

terms

Llorens et al. 2015

GEO :GSE67833
1-s2.0-S193459091500301X-mmc3.xls

Softwares

Seuratv4.1.1

Hao, Hao et al., 2021

https://satijalab.org/seurat/

Tidyr Wickham and Girlich, | https:// gitub.com/tidyverse/tidyr
2022
RStudio RStudio https://www.rstudio.com/
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Transcriptome Analysis Console
(TAC 4.0)

ThermoFisher Scientific

- Ritchie ME et al. (2015) limma
powers  differential  expression
analyses for RNAsequencing and
microarray studies. Nucleic Acids
Research 43(7):e47.

- Romero JP et al. (2016)
EventPointer: an effective
identification of alternative splicing
events using junction arrays. BMC
Genomics 17:467.

Other

70um cell strainer ThermoFisher Scientific | Cat#10788201
2.5ul, Model 62 RN SYR, Small | Hamilton Cat#87942
Removable NDL, 22s ga, 2 in,

point style 3

Small Hub 33G Hamilton Cat#074750
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EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mice

All experimental procedures complied with European Directive 2010/63/EU and the French
regulations. The protocols were approved by our institutional ethical committee (CEtEA 44)
and authorized by the « Research, Innovation and Education Ministry » under registration
number APAFIS#25978-2020061110358856 v1. Adult C57BL/6J were obtained from Janvier
Laboratories. p—actin:eGFP (Okabe et al., 1997) and DCX-CreERT2::CAG-CAT-eGFP mice
kindly given by Pr Couillard-Despres Sebastien *’. Experiments were performed with animals
aged 8 and 10 weeks. Tamoxifen (TAM, T-5648, Sigma-Aldrich) was dissolved in corn il (C-
8267, Sigma-Aldrich) at a stock concentration of 40 mg/ml. To analyse the expression of the
Dcx reporter gene, 20 mg TAM/g body weight was administered twice daily by gavage over a
period of five consecutive days.

Cell sorting

Lateral ventricle walls of the SVZ were microdissected and dissociated as previously described
19-21 with the modification that cells were centrifuged at 2509 for 20 min at 4°C without brake
on a 22% Percoll gradient (GE Healthcare) to remove myelin prior to single cell suspension
labelling. The antibodies to distinct cell populations were anti-CD24 phycoerythrin [PE]-
conjugated (Rat 1Gg2b; BD Biosciences, 1:50, RRID:AB_2034001), CD15/LeX flurorescein
isothiocyanate-[FITC] conjugated (clone MMA, mouse IgM; BD Biosciences, 1:50,
RRID:AB_400103), CD15/LeX- Brilliant violet-421-[BV421] (Mouse IgG1, K ; BioLegend, 1:50,
RRID:AB_2566519) and Alexa647-conjugated epidermal growth factor (EGF) ligand (Clone
30H45L48, Thermo Fisher Scientific, 1:200, RRID:AB_2662334). Cells were gated following
the fluorescence minus one (FMO) control. Immediately prior to FACs sorting, propidium iodide
(PI) or Hoechst 33258 was added to a final concentration of 1ug/ml to label the dead cells.
Cells were sorted on an INFLUX cell sorter equipped with an 86 pum nozzle at 40 psi (BD
Biosciences). All the data were analysed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR).

Cell culture expansion and differentiation

Clonogenicity assay and population doublings: FACs-purified populations were collected in

NeuroCult medium complemented with the proliferation supplement (STEMCELL
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Technologies), 2 pug/mL heparin, 20 ng/mL EGF and 10 ng/mL FGF-2, at a density of
1x102 cells/well in 96-well tissue culture plates coated with poly-D-lysine (Merck Millipore).

Five days after plating, the neurospheres were counted to determine the clonogenicity of each
cell population.

Neurospheres were then mechanically dissociated and sub-cultured in 24-well plates over 3

weeks to measure the population doublings at each passage (1 passage/week)..

Differentiation assay: just after sorting, cells were placed on Poly-L-ornithine (P4957, Merck
Millipore) coated 24-well culture plates at 40,000 cells/ml in DMEM:F12 with several
supplementation according to the lineage: astroglial : 2% B27 MAO (minus antioxidant,
Thermo Fisher Scientific) and 2% fetal bovine serum (10082139, Thermo Fisher Scientific),
oligodendroglial : 10 ng/mL FGF-2, a defined hormone mix including Glucose (G-7021, Sigma-
Aldrich 50gm/l) /NaHCO3 (S-5761, Sigma-Aldrich, 10mg/l) / HEPES (H-3784, Sigma-Aldrich,
1.3mM), insulin (1-1882, Sigma-Aldrich, 22.5mg/l), Apo transferrin (T-2252, Sigma-Aldrich,
0.09g/l), progesterone (P-6149, Sigma-Aldrich, 18uM), putrescine (P-7505, Sigma-Aldrich,
8.7mg/l), and sodium selenite (S-9133, Sigma-Aldrich, 4.7uM), and neuronal : 2% B27 MAO.
Cultures in hypoxic conditions (4%02) at 37°C for 5 (oligodendroglial or astrocytic

differentiations) or 7 days (neuronal differentiation).

Transplants

Three injections of 1pl of freshly eGFP™ cells from p—actin:eGFP or DCX-CreERT2:CAG-CAT-
eGFP mice were performed in the striatum at proximity of SVZ of wild-type C57BI6/J recipient
mice using the following coordinates: (1) AP, 0.0; L, 1.4; V, -2.1; (2) AP, 0.5; L,1.1; V, -2.2; (3)
AP, 1.0; L, 1.0; V, -2.5mm relative to bregma, as described before by Codega et al. 2014. For
CD1 mouse transplants with freshly eGFP™* cells from DCX-CreERT2:CAG-CAT-eGFP mice
the injection coordinates were redefined from the ratio of the distance bregma to lambda for
the C57BI6/J model over the distance bregma to lambda for the CD1 model.

The transplantations were performed using a small animal stereotaxic apparatus (Kopf model
900) with a 2.5ul Hamilton syringe (Hamilton, Bonaduz, Switzerland). Recipient mice were

sacrificed 5 weeks after transplantation.
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Tissue processing, immunolabeling and microscopy

Deeply anaesthetized animals received a transcardial perfusion of 4% paraformaldehyde.
Brains were post-fixed overnight in 4% PFA and cryoprotected in 30% sucrose/PBS. Serial
coronal cryostat sections were made at 14pm of thickness (Leica CM3050S). For each brain,
all the sections from the hippocampus to olfactive bulb were deposited on a set of 14 slides
with a 150um step. Sections underwent permeabilisation in phosphate buffered saline (PBS)
containing 0.3% Triton X100 and 1% of Bovine Serum Albumin 1h at room temperature.
Sections were incubated with primary antibodies PBS containing 0.1% Triton X100 overnight
at 4°C. Secondary antibodies used were Alexa 594, 488 and 647 and were applied at 1:400
(Thermo Fisher Scientific) for 2h at room temperature. Each staining was replicated in at least

3 slides from different mice.

Cells were fixed with 4% PFA for 15 minutes at room temperature and rinsed three times with
PBS. Staining was performed as above except that antibodies were applied for 2h at room

temperature.

The following antibodies used were: rabbit anti-eGFP (Abcam, ab290, 1:300), goat anti-GFP
(Abcam, ab6673, 1:300), mouse anti-O4 (Millipore, MAB345, 1:100), rabbit anti-NG2 (Millipore,
AB5320, 1:100), goat anti-Olig2 (RaD, AF2418, 1:200), mouse anti-NeuN (Millipore, MAB377,
1:100), rabbit anti-Dcx (Cell Signaling, 4604, 1:400), goat anti-Dcx (Santa Cruz, sc-8066,
1:100), mouse anti-GFAP (Millipore, MAB3402, 1:400), rabbit anti-Gfap (Sigma-Aldrich,
G9269, 1:400), mouse anti-CNPase (Millipore, MAB326, 1:100), rabbit anti-p-1ll tubulin
(Covance, PRB-435P, 1:200), rat anti-CD133 (Millipore, MAB4310, 1:100).

Brightfield and fluorescent images were captured through Plan Apo X20/ Numerical Aperture
(NA):1.3 oil objective and Plan Apo X40/ NA:0.75 dry objective using hybrid detection
technology on a laser scanning confocal (Leica Microsystems SP8), Nikon A1R confocal laser

scanning microscope system attached to an inverted ECLIPSE Ti (Nikon Corp., Tokyo, Japan)

SVZ irradiation

Animals were anesthetized with isoflurane (3% induction for 5 minutes) and 1.5-2% when the
mice were placed in Small Animal Radiation Research Platform (SARRP, XSTRAHL, LTD
Company). First, a Cone Beam Computer Scanning (CBCT) was performed to target the SVZ
and to set up the treatment planning system. Mice were placed on their stomach and two fields
(-45° and + 45°) were used to be homogeneous on the irradiation target. The size of the
irradiation field was adapted with a multivariable collimator 10*6 mm. The SVZ received a 4Gy

dose distributed 50% by each beam and the dose output was around 3.64 Gy/min depending
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of the size of the field. The X-ray configuration was 220 kV, 13 mA and 0.15 mm of Copper in
these conditions.

Single cell library preparation for single cell RNA sequencing

SVZ lateral ventricle walls were dissected from two non-irradiated mice brains (2 month old)

and two 5 days post-irradiation 4Gy-irradiated mice brains (2-month old).

Protocol of SVZ digestion with Papain (Worthington, LK003150) to obtain single cell
suspensions were strictly identical to those performed in the whole genome microarray
experiment described above, including the Percoll gradient step to remove myelin. Cells were
resuspended in 0.04% BSA in PBS passed through a 70um cell strainer (ThermoFisher
Scientific).

Blood cells were lysed using the Red blood Cell lysis solution (Milteny Biotec, 130-094-183)
and dead cell Removal using the Dead Cell Removal Kit (Miteny Biotec, 130-090-101) were

performed following the manufacter’s instructions.

Single cell suspensions of two replicates of each sample (unirradiated, 4Gy) were adjusted to
2000 cells/ul and 10,000 non-irradiated cells and 6,000 irradiated cells were loaded per
channel onto Chromium Next GEM Chip Single Cell kit (ref: 2000127). Library preparation was
performed using the Dual Index Kit TT (ref: 1000215) according to manufacturer’s
recommendations (10x Genomics, Pleasanton, CA). Quality and quantification of libraries were
done using the High Sensitivity DNA LabChip kit (ref: 5067-4626). Sequencing NGS Standard

lllumina was carried out with the NovaSeq6000-S1 flow cell (ICM platform, Paris).

METHOD DETAILS

Whole-genome Microarrays

MRNA were isolated with the RNeasy Micro Kit with DNase treatment (Qiagen) and sample
guality was controlled using the Agilent Bioanalyser. MTA-1.0 arrays (Clariom D Affymetrix
technology) were performed according to the manufacturer's protocol (Thermofisher). PCA
and pseudotime ordering was performed using TSCAN online user interface (Ji and Ji,
2016).The data were analysed with the freeware software Transcriptome Analysis Console
(TACX) applying the RMA algorithm normalization. Functional profiling were generated using
REACTOME and KEGG datasets obtained from the g.Profiler interface
(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost).
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Signatures of cell sorted populations were delineated using Venn diagrams comparing the five
populations of neural progenitors (s-gNSC, s-aNSC, s-TAP, s-INB and s-mNB)
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl).

Single-cell RNA control quality and analysis

ScRNA-seq data were aligned to the GRCm38 - mm10 reference genome. Data were analysed
in R (version 4.1.0) using Seurat (v4.1.1). Quality control removed cells with fewer than 1200
to 1500 genes per cell (nFeatures_RNA), 2350 to 2700 UMI (nCount_RNA) and cells less than
10% mitochondrial content. Gene expression was normalized using the regularized negative
binomial regression to normalize UMI count data (SCTransform) using 4000 variable features
and the different samples (controls and irradiated). The features to use in the downstream
integration procedure were determined using SelectintegrationFeatures. After a pre-computed
AnchorSet (FindIntergrationAnchors), the Seurat object were integrated using IntegrateData
with the normalization method SCT. CellCycleScoring was applied to calculate the S.Score,
G2M.Score and Phase. RunUMAP runs the Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) dimensional reduction technique using 50 PC. FindNeighbors computes the k.param
nearest neighbors using dims = 1:50. Clusters of cells were identified by a shared nearest
neighbor (SNN) modularity optimization bases clustering algorithm using FindClusters with the
resolutions from 0.2 to 2. The resolution 1.2 that segregates cells into 33 clusters was choosen
based on Clustree graph showing the relashionship between clusterings at the different
resolutions. UMAP plots were generated with UMAPPIot with default parameters.

The PrepSCTFindMarkers function was used to normalize gene expression for differential
gene expression analysis among clusters, which was performed using FindAlIMarkers on the
SCT assay, with significance determined using a Wilcoxon rank sum test (p_val_adj < 0.05)
and log(Fold-Change) threshold of 0.1. A histogram representation of Dcx
(ENSMUSG00000031285) expression in the clusters corresponding to astrocytes and neural
progenitors allowed us to place a threshold expression at 1. Cells with an expression lower or
equal tol correspond to Dcx"" cells and cells with an expression strictly higher than 1 to
Dcx™9" cells. Then, we reapplied PrepSCTFindMarkers and FindAlMarkers to find differentially

expressed genes between Dcx™" and Dex 9" iNB.

Gene expression score

We used AddModuleScore_Ucell to score cells based on the expression of predefined specific

gene lists of sorted s-gNSC, s-aNSC, s-TAP, s-iINB and s-mNB determined by microarrays,
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using the Mann-Whitney U statistic*®. Each cell was then assigned an identity corresponding
to the highest score amongst the signatures tested. Repatrtition of classes among clusters was
visualized using the Circlize package 8.

For astrocyte and B-cell classification, we used the lists of Astrocyte and B-cell markers
provided by Cebrian-Silla et al. (2021) * to score cells from the clusters 4 and 13 between 0

(min) and 1 (max). Cells were assigned to the highest score amongst both signatures.

Gene enrichment analysis

Comparisons of the specific gene lists of s-INB Dcx™9" and s-iNB Dcx™°" were performed with

Biological pathways using the g.Profiler software.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Non-parametric Mann-Whitney test was conducted using Prism 8.1.2 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, RRID:SCR_002798). The statistical significance was set at p<0.05. The data
are expressed as the mean £ SEM.

DATA AVAILABILITY

The datasets generated for this article were deposited online on the ANNOTARE database
(microarray experiments: accession number E-MTAB-12265; single-cell RNASeq aligned
dataset: accession number E-MTAB-12495). Scripts used for analysis are available upon

request. All data are available upon reasonable request.
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Supplemental informations

A EGFP+ s-iNB cells in the rostral migratory stream

100 gm

Figure S1: eGFP* s-iNB cells in the rostral migratory stream. Immunofluorescence of mouse brains
transplanted unilaterally in 3 injection points near the dSVZ/RMS with eGFP+INB cells isolated from [3-
actin:eGFP mice. Transplanted brains were analysed five weeks later. (A) EGFP*iINB cells reached the
rostral migratory stream and expressed DCX (insets A2 and A3, white arrow). Insets are high
magnification panels. (B) EGFP*INB cells persisting along the injection site expressing. High
maghnifications of the insetl (dotted line in A) showing eGFP* GFAP* cells (white arrow) (a2) and
eGFP*DCX* cells (white arrow) (a3). High magnifications of the inset2 (dotted line in B) showing eGFP*
CNPase* (white arrow) (b2). Scale bars= 100 um.

100



Peroxisomal lipid metabolism
RHOA GTPase cycle

Platelet activation, signaling and...

Phospholipid metabolism
RHO GTPase cycle
Glycosphingolipid metabolism
Sphingolipid metabolism
Transport of small molecules
Metabolism of lipids
Metabolism

G1 Phase

Cyclin D associated events in G1
Cell Cycle, Mitotic

DNA Replication

Activation of ATR in response to replication...

Synthesis of DNA
G1/S Transition

Activation of the pre-replicative complex

s-qNSC

* qEEEENuEE
¢ I

g

=]

i
=
>
v

Metabolic pathways

Carbon metabolism

Glyoxylate and dicarboxylate
metabolism

o

05 1 15 2 25

s-iINB

Mitotic Metaphase and Anaphase
Mitotic Spindle Checkpoint

Cell Cycle Checkpoints

Resolution of Sister Chromatid Cohesion
M Phase

Mitotic Prometaphase

5 Phase Cell Cycle, Mitatic

Mitotic G1 phase and G1/S transition

Cell Cycle

o
N
IS
o

5 10 15 20 25 30 35 40

3
=
w

Signaling by VEGF

EPH-Ephrin signaling
Transmission across Chemical...

CRMPs in Sema3A signaling

Developmental Biology

Neuronal System

Nervous system development

Axon guidance

o
o
S
@
=)
g

Figure S2: Functional enrichment analyses of the individual transcriptome signature of
neurogenic populations. Comparisons of individual transcriptome signatures with various Gene
Ontology gene sets and Biological pathways using the g:Profiler software highlight significant stage-
dependant changes. Sorted-qNSCs expressed genes related to Metabolism of lipids, Transport of small
molecules. Sorted-aNSC expressed genes involved in Glyoxylate and ducarboxylate metabolism.
Sorted-TAP significantly displayed genes involved in Mitotic G1 phase and G1/S transition and S Phase.
Sorted-iNB specifically expressed Cell Cycle and Mitotic genes in contrast to s-mNB which are

characterised by the expression of Axon guidance and Nervous system development genes.

Figure S3: Correspondence between the molecular signatures of sorted neural progenitor
populations in our study and available sc-RNA-seq datasets. Violin diagrams representing the
expression of selected clusters from published sc-RNA-seq analysis in our Clariom microarray 141732,
S-gNSC perfectly matched the expression of Glial markers (Class Ill) 32, gNSC %7 and Quiescent B cells
(clusters 5 and 14) 14, In contrast, s-aNSCs poorly matched with Lipid biosynthesis (Class Ill) and Cell
cycle (Class 1V) 32, aNSC 17 and Activated B cells (Cluster 13) 4. Similarly, s-TAP poorly matched with
TAPs 17 and C cells (Cluster 12) 4. S-iNB perfectly fit with Mitosis (Class VI), mitotic TAP (mTAP)
(Zywitza et al., 2018) and Mitosis (Cluster 8, 10,16 and 17) . s-mNB overlapped genes related to
Neuron differentiation (Class VII), Late NBs 17 and A cells (clusters 0, 1 and 4).
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Figure S4: Quality controls of scRNA-seq on whole SVZ tissues. (A) Violin diagrams of the
nCount_RNA, the nFeature_RNA and the mitochondrial percentage (Percent.mito) before applying cut-
offs adapted to each non-irradiated and irradiated samples. (B) Proportion of cells from the 4 samples

in the 33 clusters.
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Figure S5: Annotation of sc-RNAseq clusters. (A) UMAP at the resolution 1.2 combining scRNA-seq
datasets of unirradiated and 4Gy irradiated cells segregated into 33 clusters. (B) Violin diagrams
illustrating the expression level of known cell markers in the 33 clusters according to the literature. (C)
UMAP of top normalized UCellScore Astrocyte- and the B-cell specific genes described by 14 for cells

from clusters 4 and 13 4.
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Figure S6: Expression of RSR genes in scRNA-seq neurogenic clusters in irradiated brains. Violin
diagrams illustrating the expression of the RSR genes increasing (A) or decreasing (B) with
neurogenesis.

IS svz cC OB
eGFP+ engrafted | Nb eGFP+ % Nb eGFP+ % Nb eGFP+ % Nb eGFP+ % Total eGFP+
cells cells cells cells cells cells
s-iINB eGFP+  Animal 1 1x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-INB_eGFP+|  Animal 2 1x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-iINB eGFP+ /eGFP-| Animal 1 2x10"/ 8.1x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-INB eGFP+ /eGFP-| Animal 2 2x10°/ 8.1x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-iNB eGFP+ /eGFP- _Animal 3 2x10°/8.1x10* 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-mNB eGFP+|  Animal 1 2x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-mNB eGFP+ Animal 2 2x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0
s-mNB eGFP+ Animal 3 2x10° 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 0

IS: Injection Site

SVZ: Subventricular Zone
CC: Corpus Callosum
OB: Olfactory Bulb

Figure S7: Transplantations of eGFP*s-iNB, eGFP's-iINB and eGFP*SmNB freshly isolated from
DCX-CreERT2::CAG-floxed-eGFP mice model. Table recapitulating the immunohistological analyses

of the numbers of eGFP* cells in different regions in recipient C57BI6/J mice brains, 5 weeks after
transplantation.
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Supp_data_1: Transcriptomic signatures of s-qNSC, s-aNSC, s-TAP, s-iINB and s-mNB (Clariom assay)

and corresponding g.Profiler Gene Ontology analyses.
Supp_data_2: Differentially spliced genes (DSG) in each transition along SVZ neurogenesis.

Supp_data_3: Differentially expressed genes (DEG) among RNA splicing regulators (RSR) genes in

each transition along SVZ neurogenesis.

Supp_data_4: Identification of astrocytes and gNSC among clusters 4 and 13 from our scRNAseq

dataset using the transcriptomic signatures of Astrocytes and B_cells described by Cebrian et al. 2021.

Supp_data_5: Differentially expressed genes of s-INB DcxMigh and s-iNB Dcx-ow cells and functional

profiling using g.Profiler.
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Résultats complémentaires

Partie | ;: Réorientation des neuroblastes immatures en culture

Introduction

Dans notre article précédent, nous avons démontré par des expériences in vitro et in vivo,
gu’une population de neuroblastes immatures, les NBi, conservait des propriétés de
progéniteurs neuraux indifférenciés, a savoir un potentiel de clonogénicité a long-terme et une
capacité a se différencier a la fois en neurones et en cellules gliales (astrocytes et
oligodendrocytes).

Nous avons comparé le transcriptome du génome entier des NBi a ceux des 4 autre sous-
populations de progéniteurs neuraux de la ZSV, les CSNq, les CSNa, les Pl et les mNB et
défini des profils moléculaires spécifiques. Ces données nous ont servi par la suite a analyser
I'hétérogénéité cellulaire de chacune de ces populations par la technique de séquencage de
'ARN de cellules uniques (scRNA-seq) et de mettre en évidence des changements
moléculaires importants. Nous avons en particulier identifié deux sous-populations de NBi,
'une D1 n’exprimant pas le géne Dcx succédant au stade de P, 'autre D2 exprimant le géne

Dcx précédant le stade de neuroblaste mature mNB.

En conclusion, ces résultats nous ont permis de caractériser une population de NBi cyclants
« plastiques » présentant des propriétés de CSN. Nos analyses transcriptomiques a I'échelle
cellulaire ont servi a distinguer 2 stades de NBi: un stade Dcx trés prolifératif, et un stade
Dcx" exprimant des géenes de différenciation neuronale. Ces deux stades étaient multipotents,
conservant notamment une capacité a former des oligodendrocytes in vitro. Cependant, des
expériences de transplantations de ces stades isolés ont révélé une différence de tropisme
pour la ZSV et de plasticité : les NBi Dcx+ ne migrent pas spontanément vers la ZSV,

contrairement aux NBi totaux. Ces données ont donc contribué a préciser les étapes

d’engagement dans la différenciation neuronale des progéniteurs neuraux de la ZSV.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés au potentiel des NBI, en étudiant leur
devenir en culture en hypoxie physiologique. Premiérement, nous avons confirmé le caractére
indifférencié des NBi, en montrant 'absence de progéniteurs oligodendrocytaires au sein de
cette population, et leur caractére moins différencié que les NBm. Nous avons ensuite cherché
a caractériser le devenir des NBi en culture, en montrant que les cellules dérivées des NBi
conservaient leur multipotence et leur plasticité, aprées culture en normoxie et apres culture en

hypoxie physiologique. Nous avons par la suite caractérisé les cellules issues de la culture en

112



hypoxie physiologique, montrant une réorientation vers le lignage oligodendrocytaire sans
perte de la plasticité, a la fois in vitro et in vivo. Dans un dernier temps, nous avons montré
gue cette réorientation oligodendrocytaire se produisait aussi apres culture de la fraction Dcx+

des NBi, montrant un engagement neuronal réversible aprés passage en culture.

Résultats

Les NBi ne sont pas engagés dans la différenciation

Les NBi constituent une population orientée vers le lignage neuronal, mais conservant un
multipotence. Aprés transplantation in vivo, ils conservent une plasticité qui donne lieu a une
différenciation oligodendrocytaire le long de la trajectoire d’injection (Tl). Cette plasticité
pourrait résulter soit d’'une réorientation d’une fraction des NBi, soit de la présence parmi les
NBi d’'une fraction de cellules orientées vers la différenciation oligodendrocytaire. Pour tester
cette seconde hypothése, nous avons utilisé un modele génétique de souris Ng2::DsRed, qui
permet d’'identifier les cellules exprimant le marqueur de précurseurs oligodendrocytaires Ng2
(cflll.2.a, EIl Waly et al., 2014). Dans une analyse par cytométrie en flux, nous avons observé
la proportion des cellules DsRed-positives (Ng2+) au sein des populations neurogéniques
définies selon notre stratégie de tri cellulaire, basée sur I'expression des marqueurs de surface
CD24, EGFR et CD15 (Fig. C1, A). Les cellules NG2+ étaient présentes en proportions
négligeables dans les CSNq (0.5%), PI (0.5%) et NBi (0.7%), et une faible fraction des CSNa
(3%) et NBm (3%) en comparaison de la proportion de cellules Ng2+ parmi les cellules totales
(8,6%), confirmant que les NBi ne contiennent pas de population de progéniteurs

oligodendrocytaires (Fig. C1, A).

Pour confirmer cette absence d’orientation gliale, 'expression de génes associés aux lignages
neuronal ou oligodendrocytaire a été mesurée dans les populations neurogéniques triées et
comparées a la fraction Ng2+ totale des cellules de la ZSV. Nous avons observé une
expression plus importante des génes Ascll, Egfr et DIx2 dans les populations de progéniteurs
neuraux de la ZSV comparés aux cellules NG2+ de la ZSV (Fig. C1, B). A l'inverse, les génes
Olig2, Sox10, Pdgfra, Cspg4 et Gprl7 étaient plus exprimés dans les cellules Ng2+ que dans
les progéniteurs neuraux. Cette absence d’expression des géenes du lignage oligodendroglial
dans la population de NBi est cohérente avec nos résultats précédents, dans lesquelles une
analyse transcriptomique de cellules uniques de la ZSV n’a pas mis en évidence de lien entre

les populations de NBi et les progéniteurs du lignage oligodendrocytaire.
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Ces résultats infirment donc [I'hypothése d'une sous-population de précurseurs
oligodendrocytaires responsables de la différenciation oligodendrocytaire dans les NBI, et
suggerent fortement que les capacités oligodendrogéniques des NBi proviennent de
progéniteurs neuraux subissant une réorientation.

A
5 ]
10”3 Ng2+ ; 10°3 !
. N - -..1.'
4 -
E 10 73 &0t .
L 0
[ -u -
a % mNB o iNB
D a3 o~ =
210 a
o 1
3 3 3
10 T T T T T -10 1
0 1 27374 5
0 50K 100K 150K 200K250K 10% 10" 102 10° 10% 10
FsC EGFR-AF647
i B e
10 iNB
mNB
4 15 Ng2+ SVZ
10 3 5
. E - aNSC 3 w N
;103' 0.5£0.1%) 0.4£0.3% 210 L { |
DIC [ .':,.' = 1
w 1021 . ; Lor
2 e 05% g
P T O 0.5% o ]
0] Lhind NSC & 1
10 - “CII‘ . 5 _ ;
[V | 2 3 4 5 00— . - — " =8 . =
10 10 10 10 10 10 Asch D2  Egir  Pdga Olig2 Cspgd Sox10 Gpri7
LeX-FITC

Neuronal lineage Oligodendroglial lineage

Figure C1. Les NBi ne contiennent pas de progéniteurs oligodendrocytaires. (A) Analyse
par cytométrie en flux des populations neurogéniques de la ZSV de souris Ng2:DsRed. Haut :
ensemble des cellules vivantes représentées selon leur intensité de fluorescence rouge
(Gauche), ou rouge lointain (Droite). Bas, gauche : ensemble des cellules CD24-négatives (n
= 4) (B) RT-gPCR mesurant I'expression d’ARNm associés aux lignage neuronal (gauche) ou
oligodendrocytaire (droite) dans les populations neurogéniques et les cellules Ng2+
fraichement triées (n= 4). g/aNSC: cellules souches neurales quiescentes/activées. TAP:
progéniteurs intermédiaires. iINB: neuroblastes immatures. mNB : neuroblastes matures.

Nous avons ensuite cherché a caractériser le profil immature des NBi ex vivo. Pour cela, nous
avons appliqué notre stratégie de marquage des progéniteurs neuraux précédemment décrite
(Daynac 2013) au modele transgénique FUCCI (Fig. C2, A; Sakaue-Sawano et al., 2008). Ce
modele génétique exprime un fluorophore rouge rapportant I'expression du Cdt1 au cours du
cycle cellulaire, et permet ainsi d’identifier pour chaque progéniteur neural sa phase dans le
cycle cellulaire en mesurant son intensité de fluorescence : les cellules FUCCI-Red" sont en
phases S-G2/M, les cellules FUCCI-Red* sont en phase G1, et les cellules sortant du cycle

cellulaire ou en cours de différenciation sont FUCCI-Red""9" (Roccio et al., 2013) (Fig. C2, A).
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Parmi les populations de progéniteurs neuraux, les cellules FUCCI-Red" représentaient une
large majorité des NBi (63%) et des PI (68%), mais une fraction moindre des mNB (26%) (Fig.
C1, D), confirmant les rapports précédents établissant que les populations de NBi et Pl sont
majoritairement cyclants, contrairement aux mNB (Daynac et al.,, 2013). A Tlinverse, la
proportion de cellules FUCCI-Red®™9" était beaucoup plus importante dans les mNB (39%)
gue dans les NBi (3%) montrant que ces derniers n’étaient pas engagés dans la différenciation
neuronale contrairement aux NBm. Cette différence est cohérente avec les résultats présentés
dans notre article précédent, qui montrent que les NBi conservent une multipotence et une

plasticité qui n’est pas retrouvée dans les NBm.
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Figure C2. Les NBi ne sont pas engagés dans la différenciation. (A) Schéma de
I'expression du rapporteur fluorescent Red au cours du cycle cellulaire dans le modele FUCCI-
Red. Tiré de Sakaue-Sawano et al., 2008. (B) Analyse par cytométrie en flux de I'expression
du Red dans les populations de progéniteurs neuraux (n = 8). FR : Fucci-red. TAP:
progéniteurs intermédiaires. iINB: neuroblastes immatures. mNB: neuroblates matures.

L'hypoxie physiologique conserve la plasticité des NBi

Dans notre article précédent, nous avons montré que les NBi constituaient une population de
neuroblastes de la ZSV conservant des propriétés de cellules souches, a savoir la
multipotence et la capacité de former des neurosphéres. En particulier, cette capacité de
prolifération était, comme pour les CSNa et les PI, augmentée in vitro en conditions d’hypoxie
physiologique (4%02), comparée a la normoxie (20%02). La capacité des CSNa et des Pl a
s’auto-renouveler et la maintenance de leur multipotence aprés culture en normoxie a déja été
démontrée a de nombreuses reprises dans la littérature (Menn et al., 2006; Pastrana et al.,
2009; Ortega et al., 2013). Nous avons donc cherché a montrer que nos conditions de culture

en hypoxie conservaient la multipotence des populations issues des progéniteurs neuraux.
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Figure C3. Pluripotence des progéniteurs neuraux cultivés en hypoxie physiologique.
(A) Les populations de progéniteurs neuraux ont été triees, cultivées 14 jours a 4%02, puis
leur différenciation a été induite dans les trois types cellulaires du lignage neuraux. (B,C)
Immunofluorescence de cellules dérivées de CSNa (aNSC-4%), Pl (TAP-4%) et NBi (iNB-4%)
et induites en différenciation. Des marquages spécifiques des lignages ont été réalisés,
illustrés pour la différenciation des iNB-4% en (B). Oligodendrocytes (gauche): NG2 (vert) et
CNP (rouge) ; Neurones (milieu) : blll-tubulin (vert) et DCX (magenta) ; Astrocytes (droite):
CD133 (vert) et GFAP (rouge). (C) Pourcentage des cellules exprimant des marqueurs de
différenciation parmi les différentes populations. Echelle (blanc): 20 um.

Nous avons pour cela appliqué notre stratégie de cytométrie en flux pour trier des CSNa, Pl
et NBi issus de ZSV de souris C57BI6 (Fig. C3, A). Les différentes populations de cellules
triées ont été placées en culture en hypoxie physiologique sur deux passages (14 jours in vitro,
14DIV), pour obtenir des cellules dérivées de CSNa (CSNa-4%), Pl (PI-4%), ou de NBi (NBi-
4%). Ces différentes populations ont ensuite été placées dans 3 milieux adaptés pour induire
leur différenciation dans les 3 lignages (Fig. C3, B). Le marquage de ces populations par
immunofluorescence a permis d'observer dans ces différents lignages la formation

d’astrocytes, a la morphologie étoilée et exprimant la GFAP et la Prominin (CD133), de
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neurones, présentant des neurites et exprimant la DCX et la Blll-tubulin, ainsi que
d’oligodendrocytes étalés, formant un réseau circulaire de prolongements fins et exprimant la
NG2 et la CNPase (Fig. C3, B). La proportion de cellules exprimant les différents marqueurs
n’a pas révélé de différence d’efficacité de différenciation entre les différentes populations pour
ces trois types cellulaires (Fig. C3, C). La culture en hypoxie physiologique maintient donc,
comme celle en normoxie, la multipotence des CSNa-4% et PI-4%, mais également celle des
NBi-4%.

Cependant, 'hypoxie physiologique, qui se rapproche de la tension en oxygéne observée dans
la ZSV, favorise la prolifération des progéniteurs neuraux et peut influer sur leur destin
cellulaire (Panchision, 2009; Li et al., 2021). Nous avons donc cherché a déterminer l'influence
de la tension en oxygéne sur 'orientation des populations de progéniteurs neuraux cultivées

in vitro.

Pour étudier la plasticité des NBi aprés culture a différentes tensions en oxygene, nous avons
donc utilisé un modéle de greffe intracranienne déja utilisé par le laboratoire (Jose R. Pineda
et al., 2013). Ce modeéle utilise une injection en un point unique, dans le striatum éloigné de la
ZSV et du FMR, pour évaluer les capacités migratoires et la plasticité des cellules injectées
(Modéle STR, Fig. C4, A). Des NBIi-20% et des NBIi-4% issus de souris B-actin::eGFP,
exprimant constitutivement 'eGFP, ont été cultivés et transplantés unilatéralement. Aprés
deux semaines, les cerveaux des souris receveuses ont été fixés et le destin des cellules

eGFP+ a été observé par immunofluorescence (Fig. C4, A).

Dans les deux conditions, des cellules eGFP+ ont été retrouvées dans 3 zones : le long de la
trajectoire d’injection (TI), dans la ZSV dorsale, et dans le BO. Des cellules eGFP+ s’étaient
ainsi différenciées le long de la Tl dans I'ensemble (9/9) des cerveaux greffés avec des NBi-
20% (C20), et dans 6/7 cerveaux greffés avec des NBi-4% (C4) (Fig. C4, C-E, Table C1). Dans
les cerveaux C20 et C4 se trouvaient des cellules eGFP+ avec un phénotype de neurone
(MAP2+ ou DCX+) (54% et 27%, respectivement, Fig. C4, B), d’astrocyte (S100B+, 48% et
48%, respectivement, Fig. C4, C) ou doligodendrocyte (CNPase+, 25% et 24%,
respectivement, Fig. C4, D), montrant une multipotence in vivo des NBiI cultivés indépendante
de la tension en oxygéne. Cependant, la capacité de différenciation neuronale des NBi pourrait
étre diminuée en hypoxie, puisque les neurones formaient une proportion significativement

moins importante dans les C4 par rapport aux C20 (p<0.001, Fig. C4, E).

Parmi les cellules greffées, des cellules eGFP+ ont conserveé leur destin neuronal et ont rejoint
le FMR jusqu’au BO a la fois dans les cerveaux C20 (2/9) et les cerveaux C4 (1/7) (Fig. C4,

F). Les cellules eGFP+ au niveau du BO étaient présentes dans la couche granulaire.
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Figure C4. La culture en normoxie ou en hypoxie physiologique change le destin des
NBi. (A) Des NBi issus de souris B-actin::eGFP cultivés en normoxie (20%02) ou en hypoxie
physiologique (4%02), ont été transplantés dans le cerveau de souris receveuses dans le
striatum éloigné de la ZSV. (B-D, F-G) Immunofluorescence des cerveaux transplantés avec
les NBi 20%02 ou 4%02. (B-D) lllustrations de cellules eGFP+ (fleches jaunes) issues de
NBi-4% retrouvées le long de la trajectoire d’injection (Tl), différenciées en neurones exprimant
MAP2 (B), astrocytes exprimant la S1008 (C) ou oligodendrocytes exprimant la CNPase (D).
(E) Proportions de cellules eGFP+ différenciées présentes dans la Tl. (F) Neurones eGFP+
(fleches blanches) dérivés de NBIi-4% dans le BO. (G) Astrocytes eGFP+GFAP+ (fleches
blanches) dérivées de NBi-4% dans la ZSV. ****: p < 0.001 d’aprés une ANOVA One-way avec
comparaison post-hoc par test de Holm-Sidack. Echelle (blanc) : 20 uM (B, C, D), 50 um (F),
100 pm (G).
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De facon intéressante, des cellules eGFP+ avaient migré vers la ZSV tout au long de la niche
neurogénique du mur latéral, dans les cerveaux C20 (5/9) et C4 (4/7) (Fig. C4, G). Une partie
de ces cellules exprimaient la DCX, indiquant une orientation neuronale, tandis qu’'une autre
partie exprimaient la GFAP. Cette présence d’astrocytes eGFP+ dans la ZSV met en évidence
une capacité de recolonisation de la ZSV par les cellules cultivées indépendantes de la tension

en oxygene en culture.

GFP+ cells Markers

iNB-20% Abundant

DCX
MAP2

iINB-4% 6/7 Abundant CNP

J
iNB-200 [T Few
I DCX
V& GFAP
iNB-4% [T Few
o8

iNB-20% 2/9 Abundant

DCX
BllI-Tub

iNB-4% 1/7 Abundant

Tableau C1. Localisation des NBi-4% et NBi-20% eGFP+ transplantés. Evaluations
qualitatives de la présence de cellules eGFP+ issues de NBi-20% (iNB-20%) ou NBi-4% (iNB-
4%) dans 3 zones des cerveaux de souris receveuses, ainsi que des marqueurs exprimés par
les cellules eGFP+..

Ces expériences ont donc montré que la culture, qu’elle soit en hypoxie physiologique ou en
normoxie, conservait les propriétés multipotentes des progéniteurs neuraux, ainsi que leur

tropisme pour la ZSV.

Cette similarité dans le potentiel des cellules aprés culture en normoxie et en hypoxie
physiologique nous a conduit a choisir 'hypoxie physiologique, plus proche des conditions
physiologiques et favorisant la prolifération des progéniteurs neuraux, comme unique condition
de culture pour la suite des expériences. Nous avons également mis en évidence que la culture
des NBi dans ces deux conditions réoriente les cellules cultivées, qui conservent donc leur

multipotence ainsi qu’une certaine plasticité dans notre modéle STR in vivo. Elles montrent en
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effet une réorientation vers le lignage glial, qui aboutit a une différenciation en
oligodendrocytes dans le CC, et I'expression de marqueurs astrocytaires dans la ZSV. Ces
deux tropismes suggerent également une hétérogénéité des NBi-4%, ou bien alternativement,
de mécanismes limitant le recrutement des NBi-4% au CC ou dans la ZSV, tels que des
gradients de signalisation ou encore un feedback négatif des cellules recrutées envers les
autres Nbi-4%.

Cette réorientation témoigne d’une dédifférenciation des NBi, dont I'étude pourrait dévoiler des

mécanismes impliqués dans la reprogrammation des progéniteurs neuronaux.

La culture en hypoxie physiologique réoriente les progéniteurs neuraux vers un

phénotype de précurseurs oligodendrocytaire
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Figure C5. Les populations cultivées convergent vers un phénotype moléculaire
proche. (A) Schéma expérimental. Les populations de progéniteurs neuraux de la ZSV ont
été triés puis les progéniteurs prolifératifs ont été placés en culture en hypoxie pendant 14
jours. Les transcriptomes des différentes populations ont été mesurés. (B) Clustering
hiérarchique des populations fraichement triées (Ex vivo) et cultivées (4%02). aNSC: cellules
souches neurales activées (vert, -4% vert vif). TAP : progéniteurs intermédiaires (bleu foncé,
-4% bleu clair). mNB : neuroblastes matures (rouge). iNB : neuroblastes immatures (violet, -
4% magenta) DAPI : bleu.

Pour étudier cette influence de la culture sur I'orientation progéniteurs neuraux, les populations
de progéniteurs indifférenciés ont été triées par cytométrie en flux puis mises en culture 14j en
hypoxie (Fig. C5, A). L’analyse du transcriptome des populations triées ainsi que des
populations cultivées a été réalisée a partir de puces a ADN Affymetrix MouseGene2.0ST,
puis 'ensemble des populations a été comparée par clustering hiérarchique associé a un
dendogramme permettant d’organiser les données en arborescence en fonction de leurs
similitudes (Fig. C5, B). Dans notre analyse, les CSNa-4%, PIl-4% et NBi-4% étaient

120



regroupées dans un cluster distinct des populations ex vivo signifiant qu’elles étaient plus
proches entre elles que de ces derniéres. Cette différence de profils d’expression génique
suggere que la culture en hypoxie physiologique fait converger les populations en culture vers
un phénotype moléculaire distinct de celui des populations ex vivo. Au sein des populations
ex vivo, les NBm ont formé un cluster séparé montrant une population tres différente des
CSNa, Pl et NBi. Les NBi ont également formé un sous-cluster séparé des CSNa et PI
confirmant que les NBi correspondent a une population distincte de ces derniéres. Cette
hiérarchisation des populations ex vivo est donc cohérente avec les données de notre article
précédent, montrant une population de NBi plus proche des CSNa et Pl que des NBm, mais

avec des différences moléculaires importantes.

Parmi les cellules in vitro, les PI-4% et NBi-4% formaient un cluster distinct des CSNa-4%
(Fig.C5, B). Ces résultats montrent une convergence des phénotypes des différentes
populations in vitro, et suggérent une dédifférenciation des NBI, qui retrouvent des propriétés

souches similaires a celles observées dans les CSN en culture.
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Figure C6. Les NBi cultivés perdent I’expression de marqueurs de I'orientation
neuronale. (A) Heatmap de [l'expression des génes de la gene ontology Neuron
differentiation. (B) RT-qPCR de génes marqueurs de l'orientation neuronale dans les
populations de progéniteurs neuraux fraichement triés ou cultivés (n=8). **, ****: p < 0.01 et p
< 0.001, respectivement. aNSC : cellules souches neurales activées (vert, -4% vert vif) . TAP
: progéniteurs intermédiaires (bleu foncé, -4% bleu clair). mNB : neuroblastes matures (rouge).
iNB: neuroblastes immatures (violet, -4% magenta) DAPI: bleu.
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Afin de caractériser les différences entre les populations ex vivo et leurs descendants en
culture, nous avons recherché pour chaque population in vitro les génes différentiellement
exprimés par rapport a la population correspondante ex vivo (fold change compris entre -2 et
2, p-value <0.05). Parmi les génes les plus surexprimés en culture figuraient pour les trois
populations plusieurs genes associés a la différenciation neuronale, parmi lesquels les génes
de différenciation neuronale DIx2, DIx5, Dcx et SlII-Tub. Pour visualiser ce changement dans
'expression de génes de différenciation neuronale, nous avons représenté les expressions
des genes contenus dans la liste Differentiation of neurons disponible sur la database MGI
(GO : 0030182), qui comprend les 1595 génes dont I'expression varie le plus, positivement ou
négativement, au cours de la différenciation neuronale embryonnaire (Fig.C6, A). L’ensemble
des génes présentait une expression similaire in vitro, et parmi ces genes, deux clusters sont
apparus, comprenant une fraction surexprimée (cluster 1) et une fraction sous-exprimée
(cluster 2) dans les populations in vitro vs ex vivo. Les génes du cluster 1 étaient exprimés a
des niveaux élevés similaires parmi les échantillons in vitro, contrairement aux populations ex
vivo. A linverse, parmi les génes du cluster 2, on observe des profils d’expression différents
parmi les populations ex vivo : ainsi, on trouve une fraction surexprimée dans les NBm, une
fraction surexprimée par les NBm et les NBi, comprenant les génes DIx5, Dcx et SllI-Tub, ainsi
gu’une fraction exprimée par les NBi, Pl et CSNa ou l'on retrouve le géne DIx2. La baisse
d’expression des génes cités aprés culture a été confirmée spécifiquement par RT-gPCR (Fig.
C6, B), confirmant une perte de I'expression de génes de la différenciation neuronale dans les
NBi apres culture. Cette perte confirme la dédifférenciation des NBi en culture, qui retournent
vers un phénotype plus indifférencié et pluripotent.

Parallélement a cette dédifférenciation neuronale, 'examen des génes up-régulés in vitro vs
in vivo a montré une surexpression de plusieurs génes clés de la différenciation
oligodendrocytaire dont Sox10, Pdgfra, Olig2, Nkx6.2, et Ng2 (Fig. C7, A; Kuhn et al., 2019;
Zhou et al., 2021). Pour visualiser les effets de la culture sur I'orientation oligodendrocytaire
des cellules, nous avons donc utilisé un jeu de données issu de la littérature. Dans une étude
du transcriptome de cellules uniques des cellules de la ZSV, Zywitza et al. ont en effet décrit
la différenciation oligodendrocytaire de progéniteurs de la ZSV, et ont publié une liste de génes
surexprimés dans les précurseurs oligodendrocytaires par rapport aux autres populations
(Zywitza et al., 2018). La représentation en heatmap des génes de cette liste montre un
changement moléculaire net entre les populations ex vivo et in vitro, mettant en lumiére une
surexpression importante de la majorité des génes du lignage oligodendrocytaire in vitro (Fig.
C7, A). Parmi ces génes se trouvent de nombreux genes clés de la différenciation

oligodendrocytaire des progéniteurs subventriculaires, dont Sox10, Pdgfra, Olig2, Nkx6.2, et
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Ng2 (El Waly et al., 2018, 2022). L’expression de ces génes a été mesurée spécifiqguement

par RT-qPCR, confirmant leur surexpression dans les populations in vitro (Fig. C7, B).
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Figure C7. Les NBi cultivés en hypoxie se réorientent vers le lignage oligodendrocytaire.
(A) Heatmap de I'expression des génes de la gene ontology Oligodendrocyte Precursor Cells
établi par Zywitza et al.,, 2018. (B) RT-gPCR de génes marqueurs de [orientation
oligodendrocytaire (n=8). **, ****. p < 0.01 et p < 0.001 aNSC: cellules souches neurales
activées (vert, -4% vert vif) . TAP: progéniteurs intermédiaires (bleu foncé, -4% bleu clair).
mNB: neuroblastes matures (rouge). iNB: neuroblastes immatures (violet, -4% magenta)
DAPI: bleu.

Ces résultats confirment la dédifférenciation des NBi-4%, et montrent une reprogrammation
des CSNa-4%, PI-4% et NBi-4%, qui se réorientent vers le lignage oligodendocytaire in vitro.
Curieusement, les expériences précédentes montrant le maintien de la multipotence et de la
plasiticité in vivo des NBi-4% n’avaient pas mis en évidence d’oligodendrogenése spontanée
dans le modéle STR hors de la trajectoire d’injection. Une explication probable vient de la
distance entre le point d’injection striatal et le CC, dans lequel se produit la majeure partie de
'oligodendrogenése physiologique de I'encéphale antérieur adulte. Par contraste, la
production d’astrocytes dans la ZSV et de neurones dans le BO montre que cette orientation
oligodendrocytaire est réversible in vivo. Elle montre également que dans le modéle STR, les
NBi-4% demeurent sensibles aux signaux chémoattractants de la ZSV et du FMR. Ces
éléments suggerent que les NBi-4% pourraient se diriger vers un destin différent en présence

d’un micro-environnement favorisant I'oligodendrogenése.
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Les NBi réorientés colonisent le CC in vivo

Afin d’étudier 'effet de la réorientation oligodendrocytaire des NBi-4%, nous avons utilisé un
second modele de transplantation, issu de la littérature et développé pour étudier le destin des
populations de CSNg et CSNa (Codega et al., 2014). Ce modéle consiste en l'injection
unilatérale des cellules en 3 points du striatum trés proches de la ZSV, répartis le long de celle-
ci selon I'axe antéro-postérieur (modeéle SVZ-3, Fig. C8, A). Dans notre article précédent, nous
avons utilisé ce modele pour étudier le destin des NBi apres transplantation, et avons montré
une plasticité de cette population in vivo, produisant des neurones dans le BO et des
astrocytes colonisant la ZSV, ainsi que des cellules différenciées des trois lignages neuraux

le long de la trajectoire d’injection.

Nous avons donc utilisé ce modéle pour évaluer la plasticité de NBi-4% issus de souris B-
actin::eGFP en présence du microenvironnement spécifique de la ZSV. Afin de suivre dans le
temps le destin des cellules transplantées, les cerveaux des souris receveuses ont été
observés par immunofluorescence a 2 (n= 7 animaux) ou 5 (n= 4 animaux) semaines post-
injection (Fig. C8, A). Les cellules eGFP+ observées ont été trouvées uniquement au sein du
Tl, du CC et de la ZSV (Fig. C8, B,F). Les cellules eGFP+ localisées dans la Tl comprenaient
des astrocytes exprimant la GFAP, des oligodendrocytes exprimant I'Olig2, ainsi que des

neurones exprimant la DCX, confirmant la multipotence des cellules injectées (non montré).

Aprés 2 semaines, des cellules eGFP+ étaient localisées dans le mur latéral de la ZSV (Fig.
C8, F). Une partie de ces cellules exprimaient la GFAP, une autre exprimait la DCX, et une
troisieme partie exprimait a la fois la DCX et la GFAP, reproduisant le tropisme pour la ZSV
observé précédemment dans le modéle STR.

Curieusement, entre 2 et 5 semaines, la proportion de cellules ayant colonisé la ZSV avait
diminuée (respectivement 53% et 17%, Fig. C8, F), et aprés 5 semaines ces cellules étaient
principalement localisées dans les parties dorsales et ventrales de la ZSV (Fig. C8, B,C). A
nouveau, ces cellules exprimaient la GFAP, la DCX, ou les deux, suggérant une
reprogrammation des NBi-4% entre 2 et 5 semaines aprés transplantation. Cing semaines
apres transplantation, certaines cellules étaient situées au niveau de la ZSV dorsale, tandis
que d’autres avaient migré vers la partie ventrale de la ZSV pour récréer des niches
neurogéniques comprenant des cellules eGFP+ exprimant GFAP+, DCX+ ou bien les deux
(Fig. C8, B, C).

124



\%% BactlnGFP - 7J (\ / | 2 .T ﬂ
| iiinitizng A

v

INB-4% eGFP+

v

Graft: SVZ

F Time Mice Total eGFP+ cells Proportion

16.57%

2 weeks 717 453 52.86%
6/7 262 30.57%
3/4 310 23.92%
5 weeks 4/4 214 16.51%
4/4 772 59.57%

125



Figure C8. Les NBi cultivés forment des oligodendrocytes myélinisants dans le corps
calleux. (A) Schéma de la stratégie expérimentale : des NBi (iNB) ont été triés a partir de
souris exprimant 'TEGFP de maniére constitutive. Des cellules issues de la culture en hypoxie
de ces NBi eGFP+ (iNB-4%) ont été transplantées dans le striatum proche de la ZSV, puis le
destin des cellules 2 semaines aprés transplantation ont été comparés par
immunofluorescence. (B-E) Immunofluorescence des cerveaux transplantés tracant les
marquages eGFP (vert), Dcx (rose, B3, C3), Olig2 (Rose, D2) GFAP (rouge, B2, C2) et MBP
(rouge, E2) dans les cerveaux transplantés avec des NBi. (F) Répartition par région des
cellules eGFP+ observées dans les cerveaux transplantés comparé aux résultats ex vivo
obtenus précédemment (Cf Article). n = 3 expériences indépendantes. OB : bulbe olfactif. (a)
RMS : Flux migratoire rostral (antérieur). SVZ : Zone sous-ventriculaire. CC : Corps calleux.
(g/a)NSC: cellules souche neurale quiescente/activée. TAP : progéniteur intermédiaire. mNB
: neuroblaste mature. OPC : progéniteur oligodendrocytaire. Echelle (blanc) : 100um (B,D,E),
50 pum (C).

Bien que dans le modéle de greffe (SVZ), les cellules eGFP+ iNB4% soient injectées a
proximité du FMR, aucune cellule eGFP+ n’a été observée dans le BO, aprés 2 ou 5 semaines,
contrairement aux observations du modéle STR. Les cellules eGFP+ injectées dans les 2
modeles ayant été cultivées dans les mémes conditions d’hypoxie physiologiques pendant 2
semaines, cette différence de destin in vivo témoigne d’'un impact du microenvironnement sur
l'orientation des cellules eGFP+ iINB4% dans les cerveaux receveurs. Les NBi-4% ayant un
profil de progéniteurs oligodendrocytaires, d’aprés notre étude de microarrays, ces cellules
semblent essentiellement attirées vers le CC pour s’y différencier en oligodendrocytes au
détriment de leur migration dans le FMR pour rejoindre le BO et s’y différencier en neurones.
Cette absence de cellule dans le BO aprés 5 semaines révéle enfin que les cellules eGFP+
ayant recolonisé la niche neurogénique dés 2 semaines aprés transplantation n’initient pas de

neurogenese.

Ces expériences montrent que le changement d’orientation des NBi in vitro en conditions
d’hypoxie physiologique est conservé par une majorité de NBi-4% apres transplantation in
vivo. Par ailleurs, une proportion non négligeable de NB-i4% conserve leur plasticité, ainsi
qu’un tropisme pour la ZSV. Dans I'ensemble, les résultats obtenus pour les 2 modéles de
greffes mettent donc en évidence un réle majeur du microenvironnement dans le destin des
NBi-4% greffées.
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Les NBi Dcx+ cultivés sont aussi réorientés en culture en hypoxie physiologique

Dans les expériences présentées jusqu'’ici, les NBi étaient considérées comme une population
homogéne. Cependant, dans notre article précédent, nous avons distingué deux classes de
NBi : les NBi Dcx+ exprimant le géne Dcx, et les NBi Dcx- ne I'exprimant pas. A l'aide d’'un
modéle génétique de souris DCX-CreERT2::CAG-floxed-eGFP (DCX-Cre) permettant la
recombinaison des cellules exprimant la Dcx apres traitement au tamoxiféne, nous avons
montré qu’aprés transplantation des NBi-eGFP+ fraichement isolés dans le modéle SVZ-3 in
vivo, aucune cellule n’a été observé dans le cerveau des souris greffées, contrairement a la
population totale de NBI, suggérant que la plasticité des NBi in vivo provienne de la fraction
Dcx-. Pourtant, les NBi Dcx+ présentaient des propriétés de cellules souches, a savoir une
capacité a former des neurosphéres ainsi qu’une multipotence in vitro. Nous avons donc
cherché a étudier si les NBi DCX+ conservaient leur multipotence aprés culture en hypoxie
physiologique, et si elles conservaient le méme potentiel de régénération in vivo que les NBi-
4%.
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Figure C9 : Les NBi Dcx+ conservent leur multipotence en culture en hypoxie. Des NBi
eGFP+ (Dcx+ iNB) ont été isolés a partir de souris DCX-Cre 2 jours apres traitement TMX,
puis cultivés en hypoxie physiologique durant 14 DIV (Recombinant iNB4%). Apres
différenciation dans les milieux appropriés (A), un marquage par immunofluorescence (B) a
montré la présence de neurones DCX+ (gauche, magenta), d’oligodendrocytes O4+ (milieu,
magenta), et d’astrocytes (droite, magenta) par les cellules eGFP+ (vert). Echelle (blanc): 20
pm.
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Pour cela, des NBi recombinants eGFP+ ont été triés a partir de souris DCX-Cre traitées au
tamoxiféne, cultivés 14 jours en hypoxie physiologique, puis induits en différenciation dans les
trois types cellulaires du lignage neural dans les mémes conditions que précédemment (Fig.
C9, A). Le marquage par immunofluorescence des cellules différenciées a permis de montrer
la formation de neurones DCX-positifs, d’oligodendrocytes O4+, ou d’astrocytes GFAP+,
confirmant la multipotence des cellules cultivées issues des NBi-4% Dcx+.

Les NBi-4% Dcx+ eGFP+ isolés a partir de souris Dcx-Cre traitées au tamoxiféne ont ensuite
été transplantés suivant le modéle SVZ-3, et le destin des cellules transplantées a été observé
aprés 2 semaines par immunofluorescence sur tranches de cerveaux transparisés a l'aide du
protocole Ce3D (Fig. C10, A). Comme précédemment, les cellules eGFP+ ont été observées
principalement dans le CC et le long du site d’injection. Un marquage MBP a permis de montrer
le caractére myélinisant des cellules eGFP+ localisées dans le CC. Cependant, contrairement
aux NBi-4%, nous n’avons pas observé de cellules eGFP+ GFAP+ le long de la ZSV,

suggérant que les NBi-4% Dcx-Cre avaient perdu leur tropisme pour la ZSV.

Ces résultats montrent que la fraction Dcx+ des NBIi, conserve une multipotence in vitro. Ils
montrent ensuite, comme pour la population de NBi-4%, une dédifférenciation neuronale et
réorientation vers la différenciation oligodendrocytaire, qui aboutit & une production importante

d’oligodendrocytes myélinisants dans le CC dans le modéle SVZ-3.

Dans I'ensemble, nous avons donc montré que les NBi forment une population indifférenciée
ne comportant pas de progéniteurs oligodendrocytaires mais expriment des marques de
progéniteurs du lignage neuronal. Nous avons ensuite montré que la culture en hypoxie
physiologique ou en normoxie conservait la multipotence des progéniteurs neuraux in vitro. A
'aide du modele de transplantation STR-1, nous avons montré que cette culture altérait la
plasticité des NBi, leur conférant un tropisme pour la ZSV mais limitant leurs capacités
neurogéniques. Nous avons ensuite caractérisé les effets de la culture en hypoxie
physiologique sur les progéniteurs neuraux, en mettant en évidence une réorientation vers un
phénotype de progéniteurs oligodendrocytaires. Cette réorientation altére le tropisme des NBi-
4%, qui apres greffe dans le modéle SVZ-3, ont montré une oligodendrogenése massive, et
une capacité a coloniser la niche neurogénique, sans atteindre le BO pour se différencier en

neurones.

Enfin, nous avons montré que la multipotence de la fraction Dcx+ des NBi est conservée par
la culture en hypoxie physiologique, et que les NBi-4% Dcx+ recombinés présentaient les
mémes capacités oligodendrogéniques que les NBi-4% totaux, mais ne présentaient pas le

méme tropisme pour la ZSV.
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Figure C10: Les NBi Dcx+ cultivés produisent des oligodendrocytes dans le CC mais
n’ont pas de tropisme pour la ZSV. (A) . Des NBi eGFP+ (Dcx+ iNB) ont été isolés a partir
de souris DCX-Cre 2 jours apres traitement TMX, puis cultivés en hypoxie physiologique
durant 14 DIV (Recombinant iNB4%). Les cellules ont été transplantées suivant le modele
SVZ, et le destin des cellules eGFP+ a été observé par immunofluorescence sur coupes (B)
ou tranches de cerveau clarifiees (C,D) suivant le protocole Ce3D (B-D). (D) Magnification de
la zone indiquée de (C). n= 4 animaux. Echelle (blanc) : 10 (B), 100 (B), 40 (C) um.
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Matériel et méthodes

Animaux et isolation des progéniteurs neuraux
Toutes les expériences sur animal présentées ici ont été réalisées avec des souris C57/BI6-J
de &gées de 8 a 12 semaines. Les animaux ont été élevés dans l'animalerie de I'IRCM

(Fontenay-aux-Roses, France).

Pour lisolation des progéniteurs neuraux, les souris ont été euthanasiées par dislocation
cervicale, puis la ZSV a été disséquée sous loupe binoculaire. Une dissociation enzymatique
a été réalisée avec de la Papain (Worthington, #NC9597281) puis complétée par dissociation
mécanique avant I'enlévement de la myéline sur gradient de Percoll (Sigma, #P1644), suivie
d’'un immunomarquage et tri cellulaire par cytométrie en flux sur Influx (BD Biosciences) a la
plateforme de tri cellulaire de [I'IRCM (Fontenay-aux-Roses, France). Pour
immunofluorescence ex vivo, les cellules fraichement triées ont été ensemencées sur laminine
2H dans du milieu de culture Neurocult (StemCell, #05702) sans mitogénes, puis fixées 15’
dans 2% de PFA.

Les greffes intracraniennes de progéniteurs neuraux B-actin::eGFP ont été réalisées sous
anesthésie aux coordonnées (mm, relatif au bregma) AP, 0.0; L, 1.4;V, -2.1; (2) AP, 0.5; L,1.1;
V, -2.2; (3) AP, 1.0; L, 1.0; V, -2.5 pour l'injection en trois points (modéle SVZ-3) et AP, 0.75 ;
L, 1.1, V, -2.7 pour l'injection striatale unique (modéle STR). Les animaux ont été euthanasiés
par perfusion intracardiaque sous anesthésie profonde 2 ou 5 semaines apres greffe, suivi
d’'une injection de paraformaldéhyde (PFA) 4% pour fixer le cerveau avant dissection du
cerveau et post-fixation sur la nuit en PFA 4%. Pour 'immunofluorescence, les cerveaux ont

été coupés au cryostat (Leica) par tranches sériées de 14 um.

Le maintien des lignées de souris Ng2::DsRed, B-actin::eGFP, et Dcx-Cre, ainsi que les
procédures de greffe puis de perfusion intracardiaque ont été validées par le comité éthique
institutionnel local (CEtEA) et spécifiquement autorisées par le Ministére de I'Agriculture
(APAFIS#25978-2020061110358856 v1).

Culture et différenciation des progéniteurs neuraux

Les progéniteurs neuraux triés ont été cultivés en suspension dans du milieu Neurocult
(StemCell, #05702) supplémenté d’EGF 20 ng/mL (Sigma, #GF144), de bFGF 10 ng/mL
(Thermofisher, #15950877) et d’héparine 2 ug/mL (StemCell, #07980) et maintenus a 37°C en
présence de CO2 (5%) et d’'O2 (4% en hypoxie physiologique). Les cultures ont été surveillées
guotidiennement et passées lorsque les neurospheres atteignaient une taille critique (~100

MM), par dissociation enzymatique avec de I'’Accutase (Sigma, #A6964) puis mécanique (10-

130



15 allers-retours). Pour les différenciations, 40000 cellules/cm? ont été déposées dans des
puits coatées avec laminin (Sigma, #L2020) et poly-D-lysine (Sigma, #P6407) dans du milieu
approprié. Milieu de différenciation neuronale : DMEM-F-12 supplément Glutamax (Gibco,
#10565018) et B27 supplement Minus Anti-oxydants 1X (Gibco, #10889038). Milieu de
différenciation oligodendrocytaire : DMEM-F-12 supplément Glutamax (Gibco, #10565018),
B27 supplement minus anti-oxydants 1X (Gibco, #10889038), N-2 Supplement 1X (Gibco, #
17502001), bFGF 20ng/mL (Thermofisher, #15950877) et un mix hormonal contenant de
'apo-transférine 40mg/mL (Sigma, T-2252), de l'insuline (Sigma, 1-1882), de la putrescine
(Sigma, P-7505), de la progestérone (Sigma, P-6149), et du sélénite de sodium (Sigma, S-
9133). Le bFGF a été retiré apres 5 jours pour permettre la différenciation oligodendrocytaire.
Les milieux de différenciation ont été remplacés tous les 2-3 jours, et les cellules fixées avec
du paraformaldéhyde 2% aprés 5 jours (différenciations neuronales et astrocytaires) et 12

jours (différenciation oligodendrocytaire) pour immunofluorescence.

Mesures d’ARN

Les transcriptomes des populations cultivées en hypoxies physiologiques ont été réalisées a
partir d’ARN isolé avec le RNeasy Micro Kit avec traitement DNAse (Qiagen), et la qualité a
été contrblée a I'aide d’'un kit RNA Nano 6000 (Agilent). Pour obtenir les ADN codants le kit
Ovation Nano V2 (NuGen) a été utilisé, puis les échantillons ont été hybridés sur des arrays
GeneChip MouseGene2.0ST (Affymetrix) suivant les recommandations du producteur par la
plateforme GENOM’IC (Institut Cochin, France). Les données ont été analysées avec la
Genomic Suite (Partek), faisant appel a une normalisation par algorithme RMA suivi d’'une
analyse statistique par ANOVA. Les analyses d’enrichissement ont été réalisées a I'aide du
service en ligne GeneSet Enrichment Analysis en comparant les génes différentiellement
exprimés aux listes de génes et gene ontology « Biological process » disponibles sur la
database de signatures MSigDB (Mootha et al.,, 2003; Subramanian et al., 2005). Les
heatmaps ont été générées a partir de ces signatures et des données de transcriptome en

utilisant le service en ligne HeatMapper (Babicki et al., 2016).

Pour la RT-gPCR, les ARNs de cellules cultivées ou isolées ont été extraites avec le RNeasy
Micro Kit avec traitement DNAse (Qiagen), puis les ADNc ont été obtenus par reverse-
transcription avec le High-capacity RT kit (Thermofisher). Les réactions de RT-gPCR ont été
préparées avec du Sybr Green Master Mix en présence des sondes puis réalisées sur
thermocycleur StepOne Plus (Applied Biosystems) et analysées a I'aide du logiciel StepOne
(Applied Biosystems).
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Immunofluorescence

Les tranches de cerveaux ont été permeéabilisées 1h en tampon de perméabilisation PBS
contenant du Triton 0.3% et 1% d’albumine de sérum bovin (BSA), incubées une nuit a 4°C
avec les anticorps primaires en tampon de marquage PBS contenant du Triton 0.1% et 1%
BSA, lavées au PBS puis incubées 2h a température ambiante avec les anticorps secondaires
en tampon de marquage, et enfin montées avec une solution de contre-marquage DAPI. Les
immunofluorescences ont été réalisées avec la méme procédure mais des temps de
marquages différents (respectivement 2h et 2h a température ambiante), puis contre-
marquées 10’ au DAPI 1mg/mL. Les images ont été acquises a grossissement 20X avec un
microscope Leica Sp8 pour les tissus, et Nikon Al pour les cellules, puis visualisées et

analysées a l'aide du logiciel ImagelJ.
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Partie 2: ROle du miR-342-3p dans la régulation de la

neurogenese

Introduction

Les populations neurogéniques de la ZSV donnent lieu, en condition physiologique, non
seulement a la neurogenese, mais aussi a une oligodendrogenése dans le CC voisin (Menn
et al., 2006). Ainsi, des sous-populations de CSNa et de PI présentent une orientation vers le
lignage glial, et en particulier oligodendrocytaire, qui sous-tend cette myélinisation
physiologique continue du CC. Cependant, en conditions pathologiques, et hotamment dans
des conditions de démyélinisation, des progéniteurs neuraux peuvent étre mobilisés en
quantité plus importante pour migrer vers les régions démyélinisées et participer a la
régénération des oligodendrocytes qui constituent la gaine de myéline. Ces populations sont
a la fois composées des progéniteurs présentant une orientation gliale, mais comprennent
également des cellules ayant une orientation neuronale. Notamment, aprés démyélinisation
focalisée du CC par injection de LPC, Jablonska et collaborateurs ont montré qu’une fraction
des cellules Dcx+ étaient capables de migrer vers le site de Iésion pour s’y différencier en
oligodendrocytes myélinisants (Jablonska et al., 2010; Cayre et al., 2021; Gacem and Nait-
Oumesmar, 2021; El Waly et al., 2022). La mobilisation des populations Dcx+ pourrait donc
présenter un intérét pour la régénération de la myéline dans le cas de pathologies
démyélinisantes. Pour cela, la réorientation des progéniteurs neuronaux pourrait s’appuyer
I'activation du programme oligodendrocytaire pour augmenter la proportion de progéniteurs
neuronaux participant a la régénération myélinique. Toutefois, cela semble déja étre le
mécanisme mis en jeu par la réorientation oligodendrocytaire des neuroblastes aprés lésion
démyeélinisante : en effet, la mobilisation des progéniteurs Dcx+ n’affecte globalement pas la
neurogenése, et ne provoque pas de diminution des populations Dcx+ de la ZSV (Jablonska
etal., 2010; El Waly et al., 2022). Ainsi, seule une minorité de cellules réceptives se détournent
de leur orientation neuronale pour se diriger vers le lignage oligodendrocytaire, suggérant un
maintien moléculaire fort de I'orientation neuronale au cours de la neurogenése. Pourtant, les
expériences présentées précédemment montrent la présence d'une population Dcx+
abondante et conservant sa multipotence. Par conséquent, I'identification des acteurs de ce
maintien de l'orientation neuronale pourrait fournir des cibles moléculaires, dont I'inhibition
pourrait lever le maintien de [lorientation neuronale dans la fraction pluripotente des
neuroblastes. Cette levée dinhibition pourrait ainsi favoriser la différenciation
oligodendrocytaire, et ainsi améliorer la mobilisation des progéniteurs de la ZSV apreés Iésion
démyélinisante, pour enfin augmenter la contribution des progéniteurs neuraux a la

régénération de la myéline.
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Dans les résultats précédents, nous avons précisé le moment de I'engagement en
différenciation neuronale, en identifiant les populations de NBi multipotentes et de NBm,
population qui semblent irréversiblement engagées dans la différenciation neuronale. La
description moléculaire de la transition NBi/NBm, qui correspond donc a la perte de la
multipotence, pourrait donc fournir des cibles dont I'action inhibe la différenciation
oligodendrocytaire et restreint les cellules a un destin neuronal. Dans les travaux présentés
ici, nous avons donc utilisé nos analyses transcriptomiques pour identifier un acteur, le miR-
342-3p, comme un régulateur potentiel de 'engagement en différenciation neuronale. Nous
avons montré que sa surexpression dans les progéniteurs neuraux diminuait la prolifération et
inhibait 'expression de génes de la différenciation oligodendrocytaire, tandis que son inhibition

favorisait la différenciation oligodendrocytaire et inhibait la différenciation neuronale.

Résultats

Le miR-342-3p inhibe des génes de prolifération et de différenciation
oligodendrocytaire

Nous avons donc cherché a identifier des cibles moléculaires susceptibles de jouer un réle
modulateur dans I'engagement en différenciation neuronale et la perte de plasticité des NBi.
Pour ce faire, nous avons utilisé les analyses transcriptomiques des populations
neurogéniques de la ZSV, en se focalisant sur la perte de multipotence, que nous avons
identifiée a la transition NBi/NBm. Parmi les cibles potentiellement up-régulées a la transition
NBi/NBm, nous nous sommes particulierement intéressés aux micro-ARNs (miRs), de petits
ARNs non codants inhibant I'expression de protéines cibles en provoquant la dégradation des
transcrits (Gebert and MacRae, 2019). lls sont exprimés sous deux formes, la forme -3p et la
forme -5p, aux cibles moléculaires différentes. Leurs roles de levier dans la régulation de
processus tels que la différenciation ou I'arrét de la prolifération, associés a leurs capacités de
passage de la barriere hémato-encéphalique, en font des candidats d’intérét majeur dans la
recherche de cibles thérapeutiques pour le systéme nerveux central (cf Chapitre 4, partie 1,
Zhao and Zlokovic, 2017; Gebert and MacRae, 2019). L’analyse transcriptomique des
populations de la ZSV ne mesure pas par nature I'expression des miRs. Cependant, elle
détecte I'expression des formes longues d’ARN trés immatures telles que les pri-miRs. Ainsi,
par comparaison entre les stades NBi et NBm, plusieurs miRs candidats ont pu étre identifiés
comme étant up-régulés a cette transition (Fig. C11, A). Ces différents candidats ont été
évalués, d’abord par la recherche de fonctions connues dans la littérature, puis par la
recherche de leurs cibles putatives sur des bases de données de prédiction de cibles de miRs

(miRBase, TargetScan, miRDB) (Non montré).
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Parmi ces candidats, le miR-342 dont la forme pré-miR était surexprimée a la transition
NBi/NBm, a présenté un intérét particulier. Tout d’abord, 'expression de sa forme pré-miR au
sein de nos analyses transcriptomiques (Clariom D) des populations de progéniteurs neuraux
de la ZSV montrait une expression croissante au cours de la neurogenése, avec une
augmentation majeure a la transition NBi/NBm (Fig. C11, A). Le profil de transcription du mir-
342 est donc cohérent avec un réle régulateur dans la régulation de I'engagement en
différenciation neuronale.
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Figure C11. Le miR-342 régule I'orientation des progéniteurs neuraux. (A, B) Expression
de génes issue d’analyse transcriptomique des populations de progéniteurs neuraux par
microarrays. (A) Expression du pri-miR-342 (B,C) Heatmap de I'expression de cibles prédites
des formes -5p (B) et -3p (C) du miR-342, avec un zoom (droite) sur une fraction des genes
cibles du miR-342-3p. (D) RT-qPCR mesurant I'expression du miR-342-3p dans les
populations de progéniteurs neuraux fraichement isolés et progéniteurs neuronaux
différenciés en neurones (n = 6). *, ** ** p < 0.05 et p < 0.01, respectivement. P-value
déterminées par ANOVA one-way avec comparaisons post-hoc de Holm-Sidak. (q/a)NSC:
cellules souches neurales quiescentes/activées. TAP : progéniteurs intermédiaires. iNB:
neuroblastes immatures. mNB : neuroblastes matures.
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Parmi plusieurs candidats dont les pré-miRs avaient des profils d’expression similaires,
augmentant a la transition NBi/NBm, le miR-342 présentait un intérét particulier : parmi les
cibles prédites de sa forme -3p figurent des génes associés a la signalisation Wnt, tels que le
Sdcl, Lrp8, DKk1 et Sox7, des génes associés au caractére souche tels que Pax7, Cnmm1 et
Tcfl2, et des génes de différenciation oligodendrocytaire tels que Nkx2.2, E2F1, ID4 et Pdgfra.
L’interaction directe du miR-342-3p avec E2F1, ID4 et Pdgfra a été récemment démontrée (Lai
et al.,, 2018; Yang and Guo, 2019; Yu et al.,, 2022). Ces cibles prédites suggeéerent une
potentielle action du miR-342-3p sur la répression de la prolifération et la différenciation
oligodendrocytaire, favorisant ainsi la différenciation neuronale. De plus, le miR-342-5p a été
récemment identifié in vitro comme un régulateur de la prolifération des cellules souches
neurales embryonnaires (Gao et al., 2017). D’apres cette étude, le miR-342 est réprimé par la
signalisation Notch par une liaison directe d’Hes5 au promoteur du géne Evl, dans un intron
duquel se trouve le miR-342, et le miR-342-5p inhibe la prolifération des progéniteurs neuraux
embryonnaires et favorise leur progression dans la différenciation neuronale (Gao et al., 2017).
Par conséquent, le miR-342 pourrait constituer un levier régulant I'arrét de la prolifération et
'engagement dans la différenciation neuronale. Afin d’observer 'adéquation des cibles du
miR-342 avec un role régulateur de I'orientation neuronale, I'expression des cibles prédites du
miR-342-5p et du miR-342-3p au cours de la neurogenese a été représentée sous forme de
heatmaps (Fig. C11, B,C). La forme -5p comprend un panel trés large de cibles potentielles.

SiI'étude de Gao et al. s’est concentrée sur la forme -5p du miR-342, les cibles prédites de la
forme -3p ont semblé plus pertinentes pour notre étude. Qui plus est, plusieurs rapports ont
établi une préférence de chargement du complexe Ago pour la forme d’'un miR portant une
adénine ou une uracyle en 5, ce qui est le cas du miR-342-3p, porteur d’'une uracyle en 5’
(Frank et al., 2010; Suzuki et al., 2015).

Afin d’observer 'adéquation des cibles du miR-342-3p avec un réle régulateur de l'orientation
neuronale, I'expression des cibles prédites du miR-342-3p et du miR-342-5p au cours de la
neurogenése a été représentée sous forme de heatmaps. On observe deux clusters de genes
parmi les cibles du miR-342-3p, un premier regroupant des génes dont I'expression augmente
au cours de la neurogenése, et un second dont I'expression des genes est diminuée au stade
de NBm. Ce 2°™ cluster coincide avec I'augmentation de I'expression du miR-342-3p et
contient notamment les géenes associés a la prolifération comme le Sdcl ainsi qu’a la
différenciation oligodendrocytaire, comme le Nkx2.2 et le Pdgfra. L’inhibition de ces génes par
le miR-342-3p pourrait donc favoriser la différenciation neuronale. Parmi les cibles prédites du

miR-342-5p, beaucoup plus nombreuses, un cluster similaire de géenes up-régulés au stade
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NBm était présent. Toutefois, parmi ces genes ne se trouvaient pas de génes associés a la
différenciation oligodendrocytaire ou a la prolifération. Nous nous sommes donc intéressés

plus particulierement au mi4-342-3p.

En cohérence avec le transcriptome, le profil d’expression du miR-342-3p mesuré
spécifiguement par LNA RT-gPCR montre une augmentation de I'expression au stade NBm
(Fig.C11, D). Le miR-342-3P montre donc un pattern d’expression croissante au cours de la
neurogeneése, et 'augmentation de son expression pourrait présenter un réle modulateur dans

I'engagement en différenciation neuronale.
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Figure C12. Le miR-342-3p régule I'orientation des progéniteurs neuraux. (A,B,C) RT-
gPCR mesurant I'expression de génes cibles du miR-342-3p 24h aprés transfection par un
contrble (Scramble) ou un mimic LNA du miR-342-3p (n = 8) (D) Clonogénicité 5j aprés
transfection du mimic LNA miR-342-3p. (n = 10) *, **: p < 0.05 et p < 0.01, respectivement. P-
value déterminées par comparaison de Kolmogorov-Smirnov.

Pour déterminer I'activité du miR-342 et confirmer son action sur les cibles putatives, les trois
populations de progéniteurs cyclants (EGFR+) ont été triés, mis en culture pour amplification,
puis transfectés par électroporation avec un mimic du miR-342-3p, confirmée par RT-gPCR
(non montré). Aprés 24h, une diminution de I'expression des ARNm du Sdc1 et du Nkx2.2 a
été observée, ainsi qu’'une tendance a la baisse non significative de I'expression du Pdgfra
(Fig.C12, A-C). Enfin, apres 5 jours, une diminution (p < 0.05) du nombre de neurospheres
formée dans les cellules transduites avec le miR-342-3p a été observée, suggérant une baisse
de la prolifération (Fig.C12, D). Celle-ci ne s’est cependant pas manifestée par une baisse de
la prolifération a long-terme (non montré), potentiellement par la diminution de I'activité miR-

342-3p dans les cellules transfectées.
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Afin d’obtenir une induction stable du miR-342, un lentivirus porteur de la séquence codante
du miR-342 d’un rapporteur mCherry sous contréle d’'un promoteur CMV a été généré (ABM).
Le miR-342 porté par le lentivirus étant formé par la voie de biogenése classique des miRs, il
aboutit a une expression stable des formes -3p et -5p aprés intégration dans le génome. La
surexpression du miR-342 induit une suppression de I'expression du Pdgfra a 72H (Fig.C13,
A). Aprés 2 semaines, un marquage en cytométrie a montré une perte d’expression du SDC1
dans les cellules transduites avec le miR-342 (Fig.C13, B). Enfin, la surexpression du miR-
342 a entrainé un arrét de la prolifération, et sans doute une mortalité cellulaire, menant a une
perte des cellules apres 3 semaines (Fig.C13, C). Cette perte pourrait notamment étre liée aux
activités inhibitrices de la forme -5p sur les inhibiteurs d’apoptose Bcl-2 et Bcl-xL (Veys et al.,
2021).
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Figure C13. Le miR-342 inhibe la prolifération des progéniteurs neuraux. (A) RT-qPCR
mesurant I'expression du Pdgfra 72H apreés transduction avec un lentivirus contréle (mCherry)
ou surexprimant le miR-342 (On) (n = 6). (B) Cytométrie en flux mesurant I'expression du
SDC1 2 semaines apreés transduction du miR-342 (n = 4). (C) Prolifération des progéniteurs
neuraux transduits aprés transduction du miR-342 (n = 8). *: p < 0.05. P-value déterminées
par test de Mann-Whitney (A,B).

Ces résultats montrent que le miR-342-3p, dont I'expression augmente au cours de la
neurogeneése, et en particulier a la transition NBi/NBm, présente des cibles d’inhibition directes
lies a la prolifération et a la différenciation oligodendrocytaire. Sa surexpression inhibe la

prolifération ainsi que I'expression de ces génes cibles.
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L’inhibition de l'activité miR-342-3p favorise la différenciation oligodendrocytaire et

inhibe la différenciation neuronale

Pour examiner 'effet d’'une inhibition du miR-342-3p, une construction lentivirale porteuse d’'un
inhibiteur du miR-342-3p et d’'un rapporteur mCherry a été générée (ABM). Des cellules
EGFR+ en culture ont été transduites puis triées sur le critere mCherry 2 semaines apres
transduction, pour assurer une intégration stable de la construction au génome. Pour évaluer
I'effet d’'une inhibition du miR-342-3p sur la différenciation neuronale, les cellules transduites
ont été cultivées en adhérence dans un milieu favorisant celle-ci. Nous avons observé par
immunofluorescence une diminution de la proportion de cellules exprimant DCX, et B3-TUB
apres 5 jours de différenciation, indiquant une inhibition de la différenciation neuronale
(Fig.C14, A,B). A Tlinverse, en situation de différenciation oligodendrocytaire, les cellules
transduites avec l'inhibiteur du mR-342-3p présentaient une proportion plus élevée de cellules
pré-oligodendrocytaires NG2+0O4+ et d’oligodendrocytes immatures NG2-O4+, mais une
proportion similaire de précurseurs oligodendrocytaires NG2+04- (Fig. C14, C,D, El Waly et
al., 2014). Ces résultats suggérent que I'inhibition du miR-342-3p favorise la différenciation

oligodendrocytaire au détriment de la différenciation neuronale.

Dans ces travaux, nous nous sommes appuyés sur nos données d’analyse transcriptomique
des populations de progéniteurs neuraux pour identifier un micro-ARN, le miR-342-3p,
susceptible de jouer un réle dans I'engagement en différenciation neuronale. Nous avons
montré que son expression augmentait au moment de la perte de la multipotence des NBI, et
gue sa surexpression dans les progéniteurs neuraux en culture inhibait la prolifération et

'expression de geénes cibles essentiels a la différenciation oligodendrocytaire.

Nous avons ensuite montré que linhibition du miR-342-3p influencgait I'orientation des
progéniteurs neuraux in vitro, inhibant la différenciation neuronale et favorisant la
différenciation oligodendrocytaire. Ces résultats indiguent que dans un contexte de
démyélinisation, l'inhibition du miR-342-3p pourrait favoriser la formation de précurseurs

oligodendrocytaires dans les progéniteurs neuraux de la ZSV.
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Figure C14. L’inhibition du miR-342-3p favorise la différenciation oligodendrocytaire.
(A-D) Des progéniteurs neuraux cultivés ont été transduits avec un lentivirus contrble
(mCherry) ou inhibant spécifiquement le miR-342-3P (Off-3p), puis les cellules transduites ont
ont été mises en condition de différenciation neuronale (G,H) ou oligodendrocytaire (1,J). (A)
Immunofluorescence des progéniteurs neuraux transduits avec Off-3p aprés différenciation
neuronale. DAPI : Bleu. BIlI-Tub: vert. DCX : Rouge. (B) Quantification des images illustrées
en (G): Pourcentage de cellules BllI-Tub+ (gauche), DCX+ (milieu), et double-positives
(droite). (C) Immunofluorescence des progéniteurs neuraux transduits avec Off-3p apres
différenciation oligodendrocytaire. DAPI : Bleu. O4: vert. NG2 : cyan. (D) Quantification des
images illustrées en (l) : Pourcentage de précurseurs oligodendrocytaires NG2+04- (OPC,
gauche), de pré-oligodendrocytes NG2+O04+ (pre-OL, milieu), et d’oligodendrocytes
immatures NG2-O4+ (Imm-OL, droite). *, **, **: p < 0.05 et p < 0.01, respectivement. P-value

déterminées par tests de Mann-Whitney. (B,D). Dans toutes les expériences, n = 4
expérimentations indépendantes. Echelle (blanc) : 20 um.

Matériel et méthodes

Culture et différenciation des progéniteurs neuraux

Les progéniteurs neuraux triés ont été cultivés en suspension dans du milieu Neurocult
(StemCell, #05702) supplémenté d’EGF 20 ng/mL (Sigma, #GF144), de bFGF 10 ng/mL
(Thermofisher, #15950877) et d’héparine 2 pg/mL (StemCell, #07980) et maintenus & 37°C en
présence de CO2 (5%) et d’'O2 (4% en hypoxie physiologique). Les cultures ont été surveillées
guotidiennement et passées lorsque les neurospheres atteignaient une taille critique (~100
pM), par dissociation enzymatique avec de I'’Accutase (Sigma, #A6964) puis mécanique (10-

15 allers-retours). Pour les différenciations, 40000 cellules/cm? ont été déposées dans des
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puits coatées avec laminin (Sigma, #L2020) et poly-D-lysine (Sigma, #P6407) dans du milieu
approprié. Milieu de différenciation neuronale : DMEM-F-12 supplément Glutamax (Gibco,
#10565018) et B27 supplement Minus Anti-oxydants 1X (Gibco, #10889038). Milieu de
différenciation oligodendrocytaire : DMEM-F-12 supplément Glutamax (Gibco, #10565018),
B27 supplement minus anti-oxydants 1X (Gibco, #10889038), N-2 Supplement 1X (Gibco, #
17502001), bFGF 20ng/mL (Thermofisher, #15950877) et un mix hormonal contenant de
'apo-transférine 40mg/mL (Sigma, T-2252), de linsuline (Sigma, 1-1882), de la putrescine
(Sigma, P-7505), de la progestérone (Sigma, P-6149), et du sélénite de sodium (Sigma, S-
9133). Le bFGF a été retiré apres 5 jours pour permettre la différenciation oligodendrocytaire.
Les milieux de différenciations ont été remplacés tous les 2-3 jours, et les cellules fixées avec
du paraformaldéhyde 2% aprés 5 jours (différenciations neuronales et astrocytaires) et 12

jours (différenciation oligodendrocytaire) pour immunofluorescence.

Transfection et transduction des progéniteurs neuraux cultivés

Les cultures de progéniteurs neuraux ont été réalisées en normoxie (20%02). La transfection
des progéniteurs neuraux cultivés a été réalisée par électroporation avec le systeme Néon
(Thermofisher), d’apres les instructions du fabricant. Le Buffer de suspension B a été utilisé
avec 3 pulses de 10 ms a 1000 volts, en utilisant le mimic LNA miR-342-3p (Qiagen) comparé
a un contrble LNA Scramble (Qiagen). Les constructions lentivirales miR-Off et miR-On
modifiées pour exprimer un rapporteur mCherry (Applied Bio Systems) ont été amplifiées sur
cellules Hela par la plateforme CIGEX de I'lRCM (Fontenay-aux-Roses, France). Les cellules
ont été transduites avec une multiplicité d’infection de 10 sur la nuit, puis lavées et
réensemenceées pour amplification et mesure d’ARN (24h et 72h) ou par cytométrie en flux (2
semaines). Pour les différenciations, les cellules transduites avec l'inhibiteur du miR-342-3p et
le vecteur vide ont été triées 13 jours sur I'expression de la mCherry puis réamplifiées avant

ensemencement en adhérence avec le milieu de différenciation approprié.

Immunofluorescence

Les cellules ont été perméabilisées 1h en tampon de perméabilisation PBS contenant du Triton
0.3% et 1% d’albumine de sérum bovin (BSA), incubées 2h a température ambiante avec les
anticorps primaires en tampon de marquage PBS contenant du Triton 0.1% et 1% BSA, lavées
au PBS puis incubées 2h a température ambiante avec les anticorps secondaires en tampon
de marquage, puis contre-marquées 10’ au DAPI 1pg/mL. Les images ont été acquises a
grossissement 20X avec un microscope Nikon Al pour les cellules, puis visualisées et

analysées a l'aide du logiciel Imaged.
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Discussion

Hétérogénéité des NBi

L’identification des différentes populations de progéniteurs neuraux de la zone sous-
ventriculaire adulte murine s’est historiquement appuyée sur I'expression de marqueurs
cellulaires pour caractériser in vivo et in vitro les mécanismes régulant la neurogenese
(Doetsch et al., 1999; Pastrana et al., 2009; Chaker et al., 2016). Cette capacité a classer et
isoler les cellules a permis l'identification d'un modéle de la neurogenése basé sur I'existence
de 4 populations : les cellules souches neurales quiescentes (CSNQ), les cellules souches
neurales activées (CSNa), les progéniteurs intermédiaires (PI), et les neuroblastes (Doetsch
et al., 1999; Kirsten Obernier and Alvarez-Buylla, 2019). Ce modéle simple a I'échelle des
populations de cellules (modéle cellulaire) a permis d’envisager la neurogenése comme la
succession de 3 étapes d’activation, d’amplification et de différenciation, et d’identifier des
acteurs indispensables a la progression a travers ces différentes étapes. Néanmoins, les
différents marqueurs cellulaires proposés historiqguement présentent chacun des limites

propres de sensibilité et de spécificité provoquant des différences dans les définitions dans les

populations.

Durant la derniére décennie, deux nouvelles approches biologiques sont cependant venues
bousculer ce modéle. D’'une part, I'alliance de techniques de fate-mapping et de modélisation
mathématique continue de redéfinir le destin des cellules souches individuelles (Ponti et al.,
2013; Obernier et al., 2018; Bottes et al., 2021; Baur et al., 2022). D’autre part, les techniques
d’analyse transcriptomique a I'échelle de la cellule unique révélent une mosaique d’expression
génique complexe, et la communauté peine a réconcilier cette description détaillée a I'échelle
cellulaire avec les définitions classiques des différentes populations de la ZSV (Llorens-
Bobadilla et al., 2015; Mizrak et al., 2019; Dulken et al., 2019; Belenguer et al., 2020; Cebrian-
Silla et al., 2021; del Aguila et al., 2022).

En effet, ces approches offrent des jeux de données complexes possédant de nombreuses
dimensions et portant un bruit considérable. Leur analyse repose sur des projections de ces
dimensions, qui s’appuient sur l'identification des similarités de profils d’expression pour
rassembler les cellules au sein de clusters (Hao et al., 2021). Cependant, le cycle cellulaire
implique des changements transcriptomiques majeurs communs aux cellules en prolifération,
qui vont ainsi masquer les spécificités des différentes populations. Il en résulte que dans toutes
les études de cellules uniques de la ZSV parues a ce jour, les cellules cyclantes sont
rassemblées algorithmiquement au sein des mémes clusters, sans mettre en évidence la
présence de populations distinctes a l'intérieur de ces clusters (Llorens-Bobadilla et al., 2015;
Mizrak et al., 2019; Dulken et al., 2019; Cebrian-Silla et al., 2021; del Aguila et al., 2022). La
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majorité des études disponibles ont par conséquent classifié¢ I'ensemble des cellules
prolifératives observées dans une population mitotique unique, souvent identifiée aux Pl, sans
pouvoir distinguer la progression vers la différenciation neuronale au sein de ces populations.
Ainsi, les transcriptomes de cellules uniques fournissent actuellement un modele moléculaire
trés différent du modéle cellulaire classique, réecemment illustré poétigquement comme un
oiseau neurogénique, dans lequel les CSN et Pl non prolifératifs donnent naissance a une
population indistincte de cellules mitotiques, qui génére a son tour des neuroblastes (Cebrian-
Silla et al., 2021).

Nous avons donc cherché a réconcilier ces deux définitions, cellulaires et moléculaire, et a
distinguer la progression de la différenciation neuronale au cours du cycle cellulaire. Nous
nous sommes appuyés sur les analyses précédentes du laboratoire, qui montraient une
prolifération importante des populations de Pl et de NBi, ainsi que sur nos données d’analyses
transcriptomiques, qui ont montré que les NBi représentaient une population dans lesquelles
les genes du cycle cellulaire étaient trés fortement exprimés, et qui présentait une expression

de genes liés a la différenciation neuronale plus importante que les PI.

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence la population de NBi dans notre analyse
transcriptomique de cellules uniques. Pour cela, une approche possible était d’utiliser un
modéle ou la représentation des différentes populations variait, afin de pouvoir s’appuyer sur
une différence d’ordre cellulaire qui permettrait d’informer I'analyse moléculaire. Nous avons
donc utilisé un modele d’irradiation localisée de la ZSV a dose modérée (4 Gy), qui provoque
une déplétion des populations cyclantes de la niche neurogénique (Shinohara et al., 1997;
Chevalier et al., 2012). Notre laboratoire a précédemment montré que dans ce modéle, la
déplétion des neuroblastes, sécréteurs de GABAa, inhibe la signalisation GABAAR dans les
CSNq, provoguant leur sortie de quiescence (Daynac et al., 2013). Celles-ci donnent ensuite
séquentiellement naissance aux populations successives de progéniteurs neuraux. Ces
données nous ont permis de choisir un temps d’observation a 5 jours post-irradiation, qui
coincide avec une réapparition d’environ 80% des NBi et 'absence de NBm néoformés,
résultant en un enrichissement important des populations de CSNa, PI et NBi (Daynac et al.,
2013).
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Il est important de noter que des dommages substantiels sont infligés au microenvironnement
de la ZSV aprés son irradiation a forte dose (Lazarini et al., 2009; Jose R. Pineda et al., 2013).
Notre modéle utilise une dose modérée, mais induit vraisemblablement des altérations
substantielles du micro-environnement, qui provoquent un changement du phénotype
moléculaire des progéniteurs neuraux qui repeuplent la ZSV déplétée. Toutefois, dans notre
analyse, nous avons considéré les échantillons irradiés et non-irradiés comme produisant des
cellules appartenant aux mémes populations. En effet, l'intégration commune des données
des échantillons irradiés et non-irradiés n’a pas révélé de population cellulaire unique aux
échantillons irradiés, mais a produit des clusters sur- ou sous-représentés en cellules irradiés,
confirmant une proximité importante des profils transcriptomiques des cellules des deux

conditions. Nous reviendrons sur ce point plus en détail par la suite.

En utilisant la signature déterminée par I'analyse transcriptomique des populations triées dans
ces analyses a I'échelle cellulaire, nous avons retrouvé les différentes populations triées sur
le critere de nos marqueurs, identifiant au sein des cellules cyclantes les populations de Pl et
de NBi. Nous avons ainsi établi un lien direct entre les populations définies a I'échelle cellulaire
par les marqueurs CD15, EGFR et CD24 et les populations décrites a I'échelle moléculaire
dans les analyses transcriptomiques de cellules uniques. Puis, en comparant I'expression des
génes au sein de nos échantillons irradiés et non-irradiés, nous avons établi les premiéres
signatures géniques permettant de déterminer la progression vers la différenciation neuronale
parmi les cellules cyclantes de la ZSV. Ces signatures ont permis, d’'une part, de retrouver nos
populations définies par les signatures des Pl et NBI, et ont également fourni la premiére
confirmation a I'échelle moléculaire de la pertinence de plusieurs génes associés a la
différenciation neuronale, dont le Dcx, pour définir le stade d’avancement dans la
différenciation neuronale indépendamment du statut prolifératif. Ces signatures semblent
d’autant plus pertinentes qu’elles permettent de distinguer les NBi Dcx+ des NBm prolifératifs.
En effet, le cluster 19 semble regrouper une fraction de NBm cyclants, exprimant a des niveaux
élevés les génes up-régulés dans les NBi. Leur représentation semble cohérente avec

I'existence d’'une fraction de NBm en phase G2/M observée dans le modéle FUCCI-Red.

Nous proposons donc, sur la base de ces analyses, un nouveau modele intégratif de la
neurogenése, conciliant les modeles cellulaires et moléculaires de la neurogenése adulte.
Dans ce modéle, les CSN entrent dans un état d’activation intermédiaire non mitotique, puis
donne naissance a des Pl prolifératifs. Ces PI donnent a leur tour naissance aux NBi D1, qui
conservent clonogénicité, multipotence et plasticité. Ces NBi D1 générent ensuite des NBi D2
qui ont perdu une partie de la plasticité des NBi D1. Ceux-ci générent enfin les NBm, qui sont

engagés dans la différenciation neuronale et non clonogéniques.
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Caractérisation du cycle cellulaire a I’échelle de la cellule unique

L’approche développée ici a permis de fournir des signatures qui distinguent les progéniteurs
neuraux précoces ou tardifs parmi les cellules cyclantes. Néanmoins, les difficultés
considérables entravant I'observation moléculaire des étapes accompagnant I'amplification
des progéniteurs neuraux sont loin d’étre résolues. En effet, une étude majeure de Ponti et
collaborateurs, Pourtant, a notre connaissance, aucune étude n’a réussi a distinguer ces

cycles cellulaires successifs dans des transcriptomes de cellules uniques.

Deux difficultés semblent expliquer cette incapacité a décrire la succession des cycles
cellulaires. La premiere difficulté est liee a la représentativité des cellules. En effet, le
processus d’amplification induit nécessairement une surreprésentation des cellules résultant
d’'un nombre de cycles élevés. Le modele de Ponti et collaborateurs propose ainsi entre 5 et
7 divisions séparant les CSN des neuroblastes post-mitotiques, soit une estimation d'un
rapport minimum de 16 neuroblastes en division finale pour une CSNa en division initiale.
L’autre difficulté majeure dans I'étude en cellules uniques de cycles cellulaires successifs est
que, par nature, la description de I'état transcriptomique des cellules n’informe pas sur les
dynamiques entre les différents états cellulaires identifiés. Si des analyses bioinformatiques
telles que la pseudo-temporalité ou la vélocité RNA ont été créées pour pallier cette difficulté,
ces analyses s’appuient sur 'assomption d’'une progression entre les types cellulaires. Elles
ne peuvent donc que définir un rapport entre deux états cellulaires, mais pas un sens « de
circulation » entre ceux-ci. De méme, si une cellule complétant un cycle cellulaire produit au
moins une cellule-fille moléculairement trés proche de son état initial, la transcriptomique ne

permettra pas de distinguer les cellules-méres des cellules-filles.

Dans les travaux présentés ici, nous apportons une premiére distinction entre les stades
précoces (PI), intermédiaires (NBi Dcx-), et avancés (NBi Dcx+) parmi les cellules cyclantes.
En comparaison, I'étude de Ponti et collaborateurs suggére que les cellules exprimant la GFAP
effectuent une division initiale, suivie de 3 a 4 divisions supplémentaires par les cellules
exprimant ’ASCL1, donnant lieu a 1 a 2 divisions finales des cellules exprimant la DCX avant
de quitter la ZSV (Ponti et al., 2013). Dans notre analyse, les cellules Ascll+ comprennent une
fraction des CSNa, les PI et des cellules de 4 parmi nos 5 clusters de NBi. Plus
particulierement, parmi les NBi, ces cellules correspondent principalement a la fraction Dcx-
des NBi, malgré un recouvrement (14,5% des NBi) dans les expressions géniques (Ponti et
al., 2013), suggérant que notre modeéle ne parvient pas a capturer la succession des divisions
cellulaires des progéniteurs neuraux. Cette observation suggére que la division cellulaire a
une influence faible sur I'état transcriptomique des cellule-filles, qui auraient donc un état
moléculaire trés similaire a celui de leur cellule-mére avant entrée dans le cycle. Cette notion

implique que pour observer les changements intervenant & travers les divisions cellulaires des
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progéniteurs neuraux, les analyses bioinformatiques de pseudo-temporalité ou de vélocité

RNA auraient un pouvoir explicatif trés limité par la proximité des profils d’expression génique.

Pour mettre en évidence ces différentes étapes du cycle cellulaire, il serait donc nécessaire
de concevoir des protocoles permettant de suivre ou d’extrapoler le nombre de cycles
effectués par une cellule ou une population donnée. Cependant, les techniques classiques de
marquage de 'ADN au BrdU, par exemple, nécessitent généralement des manipulations
importantes sur le tissu fixé qui semblent a priori incompatibles avec ['analyse
transcriptomique. Alternativement, des expériences similaires a celle présentée ici, utilisant
une déplétion des cellules cyclantes par irradiation, ou utilisation d’'un agent chimique, et
observée a des temps précis permettant d’extrapoler le nombre de cycles cellulaires effectués
par les progéniteurs, pourraient permettre d’étudier I'influence des cycles cellulaires uniques

sur I'état transcriptomique.

Influence du microenvironnement sur la progression vers la différenciation

Les résultats présentés ici sur I'analyse différentielle des populations de cellules irradiées et
non-irradiées se fondent sur une assomption importante : celle que les altérations induites par
lirradiation ne changent pas l'identité des populations qui réapparaissent successivement. Cet
axiome nous a permis d'utiliser la dynamique de réapparition des populations pour distinguer
les progéniteurs neuraux plus ou moins avancés dans la différenciation neuronale. Cependant,
lirradiation a 4Gy pourrait causer des altérations du microenvironnement : en effet, l'irradiation
a forte dose provoque des changements majeurs dans la composition des populations de la
ZSV, tels que l'altération du réseau de capillaires sanguins dans le domaine basal de la ZSV
ou l'activation de la microglie (Panagiotakos et al., 2007; Kalm et al., 2009; Lazarini et al.,
2009). Si Iirradiation a 4 Gy présente des effets bien moins drastiques, et permet une reprise
de la neurogenése, des modifications substantielles du microenvironnement ne sont pas
exclues. Par ailleurs, la déplétion la population des progéniteurs neuraux modifie
vraisemblablement les dynamiques neurogéniques. En effet, la description précédente de ce
modeéle a mis en évidence qu’apres la déplétion des populations cyclantes, les populations de
CSNa et Pl non seulement réapparaissaient, mais se trouvaient enrichies aprés leur
réapparition. Cette observation suggere que la déplétion des populations de progéniteurs
neuraux leve des régulations paracrines exercées par celle-ci. La sortie de quiescence des
CSN suivant la levée de linhibition de leur prolifération par le GABA sécrété par les
neuroblastes est un exemple, mais d’autres régulations pourraient entrer en jeu, comme
I'expression de ligands des récepteurs Notch, DII1 et Jagged1l, par les cellules Ascl1+ (Castro
et al., 2006; Daynac et al., 2013). Enfin, il est possible que ces régulations affectent
significativement le parcours de production des NBm : en effet, la durée ou le nombre de cycles

réalisés par les progéniteurs neuraux pourrait étre altérée. Si la réapparition progressive des
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populations suggére qu'’il ne s’agisse pas d’'un phénoméne massif, elle n’exclut pas un arrét
prématuré de la prolifération dans une fraction des progéniteurs cyclants. Pour examiner I'effet
de ces altérations du microenvironnement, une piste possible serait de réaliser une nouvelle
analyse de notre jeu de données, sous un angle différent : celui d’analyser exclusivement les
échantillons non-irradiés, puis d’y projeter les cellules des échantillons irradiés. Cette analyse
permettrait de comparer plus finement les niveaux d’expression de génes entre les populations
irradiées et non-irradiées, et pourrait fournir des informations supplémentaires sur les
conséquences d’une irradiation a faible dose de la ZSV, en particulier sur le maintien des

dynamiques de prolifération des différentes populations de progéniteurs neuraux.

Role des protéines d’épissage dans la neurogenese

Notre étude de l'identité des NBi a permis de caractériser pour la premiére fois les événements
d’épissage et la modulation de I'expression des geénes régulateurs de I'épissage ARN (REA)
intervenant au cours de la progression des progéniteurs neuraux vers la différenciation
neuronale. Ces modulations post-transcriptionnelles de I'expression géniques sont connues
pour jouer des roles clés dans la différenciation neuronale, la migration neuronale, et le
développement cérébral (Yano et al., 2010; Grabowski, 2011; Chan et al., 2022). Nous avons
observé ici une augmentation drastique des évenements d’'épissage a la transition NBi/NBm,
correlée a une altération majeure de I'expression des principaux REA impliqués dans la
neurogenése qui semble initiée au stade de NBi. Nous avons ainsi distingué plusieurs groupes
de REA présentant des patterns d'expression spécifiques parmi nos populations
neurogéniques. Ainsi, certains groupes montraient une expression décroissante au cours de
la neurogenése, comme Msil et Msi2, surexprimés dans les CSNa et les PI, en accord avec
leur réle dans la maintenance et la prolifération des cellules souches (Sakakibara et al., 2001;
Ratti et al., 2006; Velasco et al., 2019). A l'inverse, d’autres REA montraient une expression
croissante avec une surexpression dans les NBi et NBm, dont Elavi3/4, qui sont des
régulateurs positifs de la différenciation neuronale (F. Wang et al., 2015; Yano et al., 2016).
Curieusement, les deux groupes étaient surexprimés dans les NBi, soulignant le rdle clé de ce
stade dans la régulation des évenements d’épissage. Dans nos analyses transcriptomiques,
nous avons montré que cette régulation d’Elavl4 apparaissait séquentiellement, avec une
expression dans les NBi Dcx- renforcée dans les Dcx+. A linverse, le répresseur d’épissage
Ptbpl a été décrit comme un répresseur de la différenciation neuronale, et montre un pattern
séquentiel contraire a celui d’Elavl3/4, avec une diminution d’expression dans les cellules D2
(Grammatikakis and Gorospe, 2016). Le stade D2 apparait donc comme clé dans la régulation

des évenements d’épissage liés a 'engagement dans la différenciation neuronale.
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L’expression de Rbfox3, précédemment connu comme NeuN, montre une expression
croissante jusqu’au stade NBi, puis une diminution abrupte a la transition NBi/NBm. Ce profil
d’expression est d’autant plus étonnant que ce géne marque les neurones différenciés et est
nécessaire a la maturation neuronale, et en particulier dans le développement des synapses
(Lin et al., 2016). De maniére étonnante, ce géne présentait un indice d’épissage
particulierement élevé dans aux transitions PI/NBi et NBi/NBm, suggérant un remaniement
d’épissage spécifique au stade de NBi. Malheureusement, son expression ne semble pas

suffisamment forte pour étre détectée dans notre analyse en cellule unique.

Potentiel de régénération in vivo

Le modele de transplantation en 3 points dans la ZSV utilisé dans ces travaux a été développé
pour reproduire autour des cellules injectées le micro-environnement de la niche
neurogénique, tout en permettant la migration des progéniteurs neuronaux a travers le FMR
jusqu’au BO (Codega et al., 2014). Les trois points sont en effet localisés dans la section
dorsolatérale de la ZSV, qui comprend les neuroblastes migrant en chaine pour rejoindre le
FMR. La présence d'une fraction de NBi dans la ZSV et leur expression de la GFAP aprés
transplantation suggere une dédifférenciation des NBi, une réversion phénotypique de
neuroblastes qui n’a, a notre connaissance, jamais été rapportée en contexte physiologique.
Trois hypothéses pourraient expliquer cette réversion : la premiére est celle d’'un artefact lié
au modele de transplantation, la seconde celle d’'une expression transitoire du CD24 dans une
population de cellules capable de réverser son phénotype, et la troisieme celle d'une

expression de la DCX reflétant une migration plutdét qu’une différenciation neuronale.

Le modele tente de se rapprocher des conditions physiologiques, mais l'injection des cellules
dans la ZSV demeure une forme de lésion, comme en témoigne la présence de cellules
différenciées dans les trois lignages le long de la trajectoire d’injection : nous parlerons ici d’'un
modele quasi-physiologique. Cette injection et linflammation qu’elle provoque sont
susceptibles d’altérer substantiellement le microenvironnement d’injection. En effet, la Iésion
des tissus cérébraux de I'encéphale antérieure provoque un recrutement de progéniteurs
neuraux indifférenciés et de neuroblastes de la ZSV, qui migrent jusqu’au site de Iésion. Or,
en condition physiologiques, les cellules en migration dans le ZSV sont soit des neuroblastes
rejoignant la région dorsolatérale ou migrant a travers celle-ci pour rejoindre le FMR, soit des
progéniteurs oligodendrocytaires migrant vers le CC (Capilla-Gonzalez et al., 2013). Cela
suggeére qu’en réponse aux lésions de I'encéphale, deux phénomeénes conjoints permettent la

migration des progéniteurs neuraux vers le site de lésion : d’'une part, la stimulation des
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capacités migratoires des progéniteurs neuraux, et d’autre part, une chimioattraction guidant
les cellules migrantes vers le site de lésion. L’inflammation induite par I'injection pourrait ainsi
induire une stimulation des capacités migratoires des cellules injectées. La présence de trois
points d’injection peut alors apparaitre comme un point limitant du modéle : répartis le long de
la ZSV, il est possible que les signaux pro-migratoires originaires de plusieurs lésions soient
recues par les mémes cellules. On peut alors imaginer que la réception de signaux ayant le
méme effet pro-migratoire mais des directions d’attraction différentes perturbent Ila
directionalité de la migration cellulaire. Dans cette hypothése, il semblerait toutefois peu
probable que cette directionalité multiple résulte en un détournement de la cellule des zones
lésées. Cependant, dans nos expériences de transplantation de cellules cultivées utilisant le
modeéle d’injection striatale, on observe un tropisme des NBi reprogrammés en culture, qui
migrent vers la ZSV et expriment la GFAP. Cette observation est cohérente avec des rapports
précédents montrant des propriétés chimioattractives de la ZSV, liées a la signalisation Shh
(Angot et al., 2008). Par conséquent, ce signal attractant pourrait étre responsable du tropisme
pour la ZSV des NBi transplantés dans le modéle ZSV, et suggére que les NBi puissent étre

sensibles a la signalisation Shh.

La seconde hypothése pouvant expliquer la présence de cellules issues des NBi dans la ZSV
apres transplantation repose sur une expression ectopique du CD24 par une sous-population
cellules cyclantes qui ne progresserait pas vers la différenciation neuronale. Or, nous avons
également observé, dans nos expériences de tri des progéniteurs neuraux issus de souris
Dcx-Cre traitées au tamoxiféne, qu'il existe une faible proportion de PI EGFR+CD24-
recombinés, qui conservent des capacités clonogéniques et multipotentes in vivo (non
montré). La présence de ces Pl recombinés et donc passés par le stade Dcx+ suggére qu’une
réversion phénotypique puisse arriver dans une fraction des NBi Dcx+, qui perdraient leur
expression du CD24, retrouvant un phénotype moins différencié dans la ZSV physiologique.
Alternativement, ces Pl recombinés pourraient correspondre aux progéniteurs neuraux
indifférenciés qui migrent a travers le FMR sans étre engagés dans la différenciation
neuronale. En effet, il subsiste dans le FMR une fraction de cellules capable de migrer et de
se différencier en oligodendrocytes (Brousse et al., 2015; Deboux et al., 2020; Cayre et al.,
2021). Ces résultats suggerent donc que les NBi forment une population hétérogéne dont une

fraction semble capable de revenir a des stades plus précoces de la neurogenése.

La troisieme hypothese, peut-étre la plus intéressante, remet en cause I'expression de la DCX

comme marqueur spécifique de la différenciation neuronale, et mérite sa propre section.
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DCX et progéniteurs neuraux

La doublecortine constitue I'un des plus anciens marqueurs utilisés pour identifier les
neuroblastes (Gleeson et al.,, 1999; Rao and Shetty, 2004). Pourtant, la question de la
spécificité de son expression a été récemment remise en question, dans deux contextes :
d’une part, la controverse sur I'existence de la neurogenése humaine dans le cerveau agé (cf
[11.2.b, Moreno-Jiménez et al., 2021; Sorrells et al., 2021), mais également par la publication
d'une étude montrant une faible expression de la Dcx au sein des précurseurs
oligodendrocytaires murins (Boulanger and Messier, 2017). Cette derniére fait suite a
différents rapports de faibles expressions de la Dcx dans des progéniteurs
oligodendrocytaires, et argumente que I'expression du géne Dcx est associée a la migration
des progéniteurs neuraux plutét qu’a la seule différenciation neuronale. Nous avons également
observé dans des cerveaux de souris Dcx-Cre fixés 2 jours aprés arrét du traitement
tamoxiféne, la présence ectopique de cellules eGFP+ a morphologie oligodendrocytaire dans

le CC (non montré).

Ainsi, une expression transitoire de Dcx liée au statut migratoire fournirait une explication
crédible & la présence de cellules eGFP+GFAP+DCX+ issues de NBi transplantés dans le mur
latéral de la ZSV.

Cette hypothése ameéne a remettre en perspective une autre considération majeure : celle de
la participation des neuroblastes a la régénération des tissus Iésés. La participation des
progéniteurs neuraux de la ZSV a la régénération de la myéline dans un cadre pathologique
est désormais bien établie, et la mobilisation des progéniteurs neuraux de la ZSV constitue un
espoir thérapeutique pour favoriser la régénération de la myéline (Brousse et al., 2015; Xiao
et al., 2018; Cayre et al, 2021; Butt et al., 2022). Deux rapports, dont l'un trés
récent, proposent également des éléments de démonstration d'une contribution de
neuroblastes GAD65+ ou DCX+ a la régénération des zones démyélinisées (Jablonska et al.,
2010; El Waly et al., 2022). Cependant, les observations rapportées ici sur I'expression de la
DCX par des progéniteurs neuraux GFAP+ indifférenciés, ainsi que par des précurseurs
oligodendrocytaires, questionnent ces conclusions. En effet, non seulement la DCX est
exprimée par des progéniteurs oligodendrocytaires (Boulanger and Messier, 2017), mais de
maniere similaire, un rapport récent montre in vitro dans les PO et les oligodendrocytes, une
expression des genes Glutamate decarboxylase Gadl et Gad2, codant respectivement pour
GADG67 et GADG65 (Serrano-Regal et al., 2020). Dans notre analyse de single-cell, Gadl et
Gad2 montrent des dynamiques d’expression similaires a celle du Dcx parmi les NBi (non
montré). Si les deux études ne présentent pas d’éléments permettant d’exclure totalement la
possibilité d’'une acquisition transitoire de I'expression de la Dcx et/ou du GAD65 par des

progéniteurs neuraux Dcx- pendant leur migration, I'étude de Jablonska et collaborateurs met
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en évidence un recrutement in vitro des neuroblastes par la chordine, et montre que cette
chordine est sécrétée en réponse a la Iésion, et rend crédible '’hypothése d’un recrutement
des neuroblaste (Jablonska et al., 2010). L’étude d’El Waly et collaborateurs montre quant a
elle une diminution de la proportion de cellules GAD67+ dans la ZSV 6 jours aprés lésion
démyélinisante, qui semble favoriser I'’hypothése d’un recrutement direct de cette population
(ElWaly et al., 2022). Dans les deux cas, I'hnypothése d’un recrutement direct des neuroblastes
n’exclut cependant pas I'acquisition de I'expression GAD65 ou de DCX par des progéniteurs

neuraux recrutés par la Iésion démyélinisante.

A linverse de la DCX et du GAD65/67, a notre connaissance, aucune étude n’a observé
d’expression du Cd24 dans des progéniteurs oligodendrocytaires depuis sa caractérisation
initiale, qui décrivait notamment I'extinction de son expression dans le CC adulte aprés P20
(Calaora et al., 1996). Il est cependant fortement exprimé dans les cellules épendymaires, et
est exprimé par les astrocytes GFAP-positifs parenchymaux dans un modéle d'EAE, qui

pourrait donner lieu a des astrocytes réactifs (Calaora et al., 1996; Liu et al., 2007).

Pourtant, nous avons rapporté ici que, malgré plusieurs tentatives de greffes de NBi eGFP+
issus du modele DCX-Cre, nous n’avons retrouvé aucune cellule le long des trajectoires
d’injection ou dans le CC (Cf article). Ces résultats semblent indiquer que la fraction Dcx+ des
NBI, que nous identifions comme la fraction la plus immature des cellules Dcx+, a perdu cette
capacité oligodendrogénique, bien qu’elle conserve des capacités clonogéniques et
multipotentes in vitro. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ces différences observées
entre les modeéles de recrutement aprés lésion et notre modéle de transplantation, liées aux
différences de protocole. En effet, les études citées ici confirment leurs résultats en utilisant
notamment un modéle proche de recrutement des cellules recombinées endogenes, dans
lequel une lésion démyélinisante est directement appliquée aux souris dans lesquelles la
recombinaison est induite. Les protocoles sont ainsi différents a la fois sur le traitement des
cellules et sur le timing. En effet, notre protocole implique la sélection sur deux critéres :
'expression de la Dcx au moment de la recombinaison, et I'expression du CD24+ et de
'EGFR+ au moment du tri cellulaire. |l exclue donc la faible proportion de CD24-EGFR+ parmi
les cellules recombinées, qui pourrait résulter d’'une réversion phénotypique de progéniteurs
plus avancés. Cette sélection n’est pas réalisée dans les modéles in vivo, et I'hypothése d’'un
recrutement par les Iésions démyélinisantes de cellules ayant réversé leur phénotype des
stades NBi a PI, plutét que de NBi Dcx+, ne peut pas étre exclue. D’autre part, si les protocoles
de traitement tamoxiféne prennent place sur 5 jours a la fois dans I'étude EI Waly et la nétre,
cette étude fait intervenir ce traitement pendant le traitement cuprizone, tandis que notre tri
cellulaire intervient 2 jours aprés I'arrét du traitement tamoxiféne. Il est donc possible que notre

protocole méne a la sélection d’'une fraction plus mature des NBi Dcx+, ayant perdu leur
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plasticité. Enfin, notre protocole nécessite une étape de dissociation mécanique, qui 1) brise
les jonctions cellulaires directes avec la matrice extracellullaire et les cellules voisines, 2) est
susceptible de cliver des molécules présentes a la surface des cellules, 3) altére la
morphologie cellulaire et pourrait désorganiser les domaines protéiques présents a la surface
de la membrane plasmique. Le tri cellulaire résulte ainsi en un stress cellulaire important, qui
pourrait altérer les capacités plastiques des cellules injectées, et leur capacité a survivre dans
le microenvironnement inflammatoire résultant de la transplantation. En somme, les modéles
de démyélinisation observant la réorientation des neuroblastes in vivo sont limités par la
spécificité des rapporteurs observés, tandis que les modéles de transplantation permettent
d’étre plus stringents dans l'identification des cellules d’intérét, peut-étre au détriment des

capacités cellulaires.

El Waly et collaborateurs ont cependant fait une description des changements moléculaires
des cellules GAD67+ en réponse a une lésion démyélinisante, montrant une perte de
'expression de géne associés a la différenciation neuronale et une augmentation de
'expression de génes associés a la différenciation oligodendrocytaire. Curieusement, cette
transition moléculaire semblait partielle y compris dans les cellules Gad65+ n’exprimant pas
I'Olig2, suggérant que les neuroblastes non recrutés subissent également des changements
moléculaires aprés une lésion démyélinisante. lls ont en particulier montré une transition

métabolique qui semble nécessaire a la différenciation oligodendrocytaire des cellules GAD67.

Influence de la culture sur le potentiel des NBI

Réorientation des NBi en culture

Dans cette premiere partie des résultats complémentaires, nous avons cherché a caractériser

l'identité des NBI, et leur changement d’orientation aprés culture en hypoxie physiologique.

Tout d’abord, I'observation d’'une absence de précurseurs oligodendrocytaires au sein des
populations de progéniteurs neuraux triés confirme que les propriétés multipotentes et
plastiques observées dans les NBi proviennent bien d’une population de neuroblastes, et pas
d’une fraction de précurseurs oligodendrocytaires. Ensuite, I'utilisation du modéle FUCCI-Red
a mis en évidence que les NBi ne sont pas engagées dans la différenciation neuronale,

contrairement aux NBm.
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Ces expériences confirment les résultats observés dans notre article précédent, ou les
analyses transcriptomiques a la fois sur populations triées et sur cellule unique montraient une
forte activité proliférative dans la population de NBi, contrairement & la population de NBm.
Ponti et al. avaient déterminé que dans la ZSV, les Pl ASCL1-positives accomplissaient
environ 3 cycles cellulaires, tandis les cellules DCX-positives se divisaient 1 a 2 fois. Cette
derniére catégorie regroupe cependant environ 50% de nos NBi, mais également nos NBm.
Nos résultats suggérent que la fraction Dcx+ des NBi serait donc majoritairement responsable
de l'activité proliférative décrite. Cela semble cohérent avec des rapports montrant des
neuroblastes conservant des capacités prolifératives, y compris dans le RMS (Daynac et al.,
2013; Khodosevich et al., 2013).

Nous avons ensuite montré que la culture en hypoxie physiologigue conservait la multipotence
des NBi comme celle des CSNa et des PI, malgré une réorientation vers un phénotype de
progéniteurs oligodendrocytaires. En effet, dans ces conditions de culture, les cellules
dérivées des NBi perdent 'expression de marqueurs du lignage neuronal, et les cellules issues
des 3 populations acquiérent I'expression de marqueurs du lignage oligodendrocytaire,
montrant une orientation oligodendrocytaire malgré la conservation de la multipotence. De
maniére intéressante, les Pl-4% et les NBi-4% ont semblé converger vers un méme
phénotype, transcriptionnellement distinct de celui des CSNa-4%, qui ne résulte cependant
pas en une différence de potentiel de différenciation.

Influence de la culture sur la plasticité des NBi

La plasticité des NBi en culture est influencée par les conditions de culture. La présence de
facteurs mitogénes, nécessaire a cette culture pourrait en effet avoir une influence importante

sur l'orientation des neuroblastes.

La surstimulation de la voie EGF favorise en effet la prolifération des progéniteurs neuraux de
la ZSV, ainsi que leur production de précurseurs oligodendrocytaires (Gonzalez-Perez and
Alvarez-Buylla, 2011). Dans les progéniteurs neuraux, la signalisation EGFR interagit en effet
avec la voie Notch pour favoriser I'orientation oligodendrocytaire, et un traitement par injection
dEGF a provoqué une augmentation massive de la production de progéniteurs

oligodendrocytaires (Aguirre et al., 2007, 2010; Gonzalez-Perez et al., 2009).
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La signalisation FGF favorise quant a elle non seulement I'auto-renouvellement des CSN et
leur maintien dans un état indifférencié, mais promeut également l'orientation gliale des
progéniteurs neuraux au détriment de la différenciation oligodendrocytaire en favorisant
'expression d’Olig2 (McKinnon et al., 1990; Azim et al.,, 2016; Farreny et al., 2018).
Cependant, cette signalisation semble associée négativement a la remyeélinisation aprés lésion
démyélinisante, vraisemblablement par inhibition de la différenciation terminale des
oligodendrocytes myélinisants (Rajendran et al., 2021).

Enfin, le taux d’'oxygéne influe non seulement sur la prolifération in vitro (cf article), mais régule
également plusieurs stades de la neurogenese (Zhang et al., 2014; Khuu et al., 2021). De
maniére intéressante, la forme activée du facteur de transcription Hypoxia-Inducible Factor la
(HIF1), principal senseur de I'hypoxie cellulaire, interagit avec Olig2 pour inhiber la
différenciation des précurseurs oligodendrocytaires (Allan et al.,, 2021). L’hypoxie
physiologique pourrait ainsi participer au maintien des NBi-4% dans un état indifférencié mais
orienté vers le lignage oligodendrocytaire.

Une autre hypothése serait une hétérogénéité plus importante des PI/NBi-4% par rapport aux
CSNa-4%. En effet, a chaque passage, la culture en neurospheres produit a la fois des cellules
indifférenciées et des cellules plus différenciées. Or, nos analyses transcriptomigues ont
montré des différences moléculaires entre les populations de PI/NBi-4% et la population de
CSNa-4%. Ainsi, la prolifération des CSNa in vivo produit des cellules indifférenciées, tandis
gue celle des PI et NBi produit des cellules plus avancées dans la neurogenese. La fraction la
plus différenciée produite par les PI/NBi-4% pourrait, de la méme fagon, étre plus avancée

dans la différenciation, ou bien étre exclue de l'orientation oligodendrocytaire.

Le rble du micro-environnement sur le tropisme est mis en exergue par la transplantation des
NBi-4% dans le modéle STR, qui résulte non seulement en la migration au site d’injection,
mais également en une migration vers le BO par le biais du FMR, démontrant que le micro-
environnement de la ZSV influe sur le tropisme des cellules réorientées vers le lignage
oligodendrocytaire, qui conservent donc une plasticité. Ces résultats suggerent également une
hétérogénéité importante des NBIi-4%, qui pourraient répondre différemment aux mémes
signaux du microenvironnement. Enfin, la migration inattendue de cellules eGFP+ jusqu’a la
ZSV montre également un tropisme pour un état indifférencié qui semble indépendant des
signaux du micro-environnement de la ZSV, ou alternativement di a des signaux également

présents dans le striatum.
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Nous avons ensuite reproduit ces expériences de multipotence in vitro sur la fraction Dcx+ des
NBi décrite dans notre article précédent et isolée a partir du modéle Dcx-Cre. Puis, des NBi-
4% recombinants ont été transplantés dans le modéle SVZ-3. Nous avons montré la
multipotence des NBi-Dcx+ in vitro, ainsi qu’un tropisme pour le CC apres culture en hypoxie,
confirmant que la réorientation des NBi Dcx+ en culture induit un tropisme comparable a celui

des NBi-Dcx- en culture, et suggérant que les NBi Dcx+ pourraient étre réorientés in vivo.

Réle du miR-342 dans la neurogenese

La caractérisation des progéniteurs ex vivo et cultivés montre qu’in vitro, les cellules dérivées
des CSNa, Pl et NBi acquierent des phénotypes similaires de progéniteurs
oligodendrocytaires. Dans les NBi-4%, ces changements s’accompagnent d’une réorientation
de ces cellules d’'un programme neuronal vers un programme oligodendrocytaire, sans
toutefois induire de perte de la multipotence. Ce type de régulations ayant des effets
différentiels a plusieurs stades de l'oligodendrogenése suggeére qu'il peut étre avantageux,
dans une perspective thérapeutique, de ne pas chercher a favoriser seulement l'orientation
oligodendrocytaire, mais également d’empécher 'engagement définitif vers la différenciation

neuronale.

A cette fin, nous avons recherché parmi nos analyses transcriptomiques des acteurs
permettant d’agir sur cet engagement neuronal. Nous avons identifié le miR-342-3p comme
un micro-ARN promouvant la différenciation neuronale et inhibant la différenciation
oligodendrocytaire, et dont a l'inverse linhibition favorisait le lignage oligodendrocytaire. De
nombreuses études ont caractérisé sa down-régulation dans le contexte de différents cancers,
oU sa surexpression provoque une suppression tumorale par le biais de sa cible Bcl-2, un
inhibiteur de d’apoptose (Komoll et al., 2021; Yao et al., 2022).

Ce miR-342-3p, par ses cibles géniques, pourrait jouer un réle modulateur important dans la
différenciation neuronale, et plus particulierement dans 'engagement en différenciation. Ses
cibles prédites, ainsi que ses cibles directes publiées, suggérent que ce miR agisse a
'encontre de la différenciation oligodendrocytaire et de la prolifération pour permettre

'engagement dans le lignage neuronal.
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Pour déterminer ses mécanismes d’action physiologiques, il sera a l'avenir essentiel
d’identifier lintégralité de ses cibles directes parmi celles prédites par analyses
bioinformatiques. Plusieurs ont déja été identifiées dans différents contextes : le Pdgfra, ’E2F1
et I'ID4, tous trois acteurs de la différenciation oligodendrocytaire (Cooper-Kuhn et al., 2002;
Magri et al., 2014; Lai et al., 2018; Yang and Guo, 2019; Yu et al., 2022; Huang et al., 2022).
Les résultats présentés ici sont cohérents avec ces éléments de la littérature, et suggérent que
le miR-342-3p pourrait étre un effecteur de la différenciation neuronale agissant par inhibition

de genes de la différenciation oligodendrocytaire.
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Conclusion et perspectives

Caractérisation des NBi D2

Nous avons identifié dans ces travaux les caractéristiques cellulaires et moléculaires d’'une
nouvelle population intermédiaire de progéniteurs neuronaux, les neuroblastes immatures
(NBI), ou cellules D, qui viennent compléter le modele cellulaire usuel de la neurogenése. Nous
avons montré que les NBi forment une population hautement proliférative mais hétérogéne,
parmi laquelle deux sous-populations peuvent étre distinguées sur la base de I'expression du
géne Dcx : 'une n’exprimant pas le Dcx (D1) et 'autre I'exprimant (D2). Nous avons ainsi établi
une signature moléculaire de ces deux populations, comprenant des marqueurs permettant
de les distinguer. Ces marqueurs pourraient étre combinés a des marqueurs spécifiques des
NBm et des PI pour étudier la distribution de ces deux populations dans la ZSV, d’une part au

niveau ARN par hybridation in situ, puis au niveau protéique.

Nous avons observé un potentiel clonogénique et une multipotence similaire dans ces deux
populations in vitro, mais une plasticité différente in vivo dans des modéles de transplantation :
les cellules D1 montraient une plasticité insoupconnée, et une capacité a réverser leur
phénotype et coloniser la niche neurogénique, que nous n’avons pas observée pour les

cellules D2.

Nous avons mis en évidence des altérations majeures de I'expression des régulateurs de
'épissage ARN (REA) entre les populations neurogéniques successives, en particulier a la
transition NBi/NBm. Ayant montré I'existence des populations D1 et D2 parmi les NBi, il serait
pertinent de reproduire notre analyse du transcriptome des populations en s’appuyant sur
notre modéle Dcx-Cre pour distinguer les NBi D1 et D2, et ainsi observer la régulation des
REA a cette étape de perte de la plasiticité. Les marqueurs ARN confirmés précédemment
pourraient également étre utilisés pour observer par hybridation in situ la prévalence des
différents isoformes des REA et de leurs cibles d’épissage parmi les populations, en conditions

physiologiques puis dans un modele LPC.

Une perspective intéressante pour I'analyse des jeux de données de transcriptome en cellule
unique est le développement récent d’un protocole d’analyse bioinformatiques permettant de
combiner des techniques différentes de transcriptomique au sein d’'une méme analyse (Hao
et al., 2021). Cette possibilité de concilier des jeux de données reposant sur une technologie
différente nous permettrait de déterminer s’il existe des dans NBi dans le mur médial de la

ZSV, qui n'est pas intégré a nos analyses. La conciliation de nos données avec celles de
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Mizrak et collaborateurs, qui ont effectué une étude comparant les murs latéral et septal, ainsi
que les différences entre les sexes, nous permettrait de déterminer si les NBi sont une

population présente dans le mur septal (Mizrak et al., 2019).

Théoriquement, il serait également possible de rassembler les différents jeux de données
publiés dans la littérature au sein d’'une méta-analyse qui fournirait une description tres
résolutive de la neurogenése subventriculaire, et pourrait permettre de distinguer les
populations du modéle cellulaire parmi les cellules prolifératives. Il pourrait également étre
utilisé comme un atlas par 'ensemble de la communauté pour projeter les transcriptomes issus

de nouvelles expériences parmi 'ensemble des populations déja décrites.

Pour tenter de décrire la progression dans la différenciation neuronale parmi les cellules
cyclantes a I'échelle moléculaire, nous avons ici utilisé un modéle d’irradiation modérée de la
ZSV (4Gy), qui conduit & une déplétion des cellules cyclantes de la niche. Comme discuté
précédemment, nous avons ici ignoré les altérations éventuelles du transcriptome des
populations pour se concentrer sur la comparaison de la représentation des différents clusters
entre les échantillons irradiés et non-irradiés. Cependant, ces altérations et les changements
transcriptomiques induits par lirradiation sur 'ensemble des types cellulaires de la niche
pourrait étre étudié a partir de ce jeu de données, a l'aide d’une approche d’analyse différente :
En analysant d’abord les échantillons non-irradiés puis en projetant les échantillons irradiés
sur la représentation des échantillons contrdle, une comparaison formelle des populations
serait possible, et pourrait révéler des altérations de I'expression génique au sein des
différentes populations en réponse a lirradiation. En particulier, 'analyse des changements
induits dans la population microgliale pourrait mettre en lumiére les mécanismes de I'activation
microgliale dans la niche neurogénique. Cette microglie étant physiologiguement présente
dans un état plus activé que dans le parenchyme (Goings et al., 2006), il serait également
intéressant d’analyser le transcriptome de la microglie parenchymale et d’observer les

différences entre ces types microgliaux.

Intérét thérapeutique des progéniteurs subventriculaires

La capacité des neuroblastes a se transdifférencier et produire des oligodendrocytes aprés
Iésion démyélinisante a été décrite dans la littérature. Afin de déterminer si les cellules D2
conservent cette capacité, un protocole alliant la transplantation de cellules D2 tragables & un
modéle de Iésion démyélinisante basée sur le LPC pourrait permettre d’observer le destin des

cellules D2.

L’étude trés récente d’ElI Waly et collaborateurs a notamment effectué une premiére
description des changements transcriptomiques induits par la réorientation des neuroblastes

vers le lignage oligodendrocytaire en réponse a une lésion démyélinisante (El Waly et al.,
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2022). Elle porte cependant sur un nombre de cellules limitées, ce qui entrave I'analyse. En
combinant notre modéle de souris Dcx-Cre et un modele de Iésion démyélinisante comme
l'injection de LPC dans le CC, il serait possible d’enrichir artificiellement la fraction de
progéniteurs oligodendrocytaires issus des neuroblastes, et d’ainsi générer un jeu de données
de transcriptomes de cellules uniques analysant la réorientation des différentes populations
de progéniteurs neuraux, mais capable de décrire précisément les états moléculaires de la

fraction la plus avancée.

Alternativement, pour enrichir de facon globale la quantité de progéniteurs oligodendrocytaires
issus de la ZSV aprés Iésion démyélinisante, un modeéle de cellules Glast-CrefR"2::Rosa26-
eGFP" pourrait étre utilisé. La recombinaison des cellules souches Glast+ pourrait ainsi étre
induite pour obtenir des cellules eGFP+ a tous les stades de la neurogenese quelques
semaines a un mois aprés. Puis, en utilisant le modéle de démyélinisation LPC sur ces souris,
le tri cellulaire des cellules eGFP+ de la ZSV et du site de lésion pourrait permettre d’enrichir
des échantillons en progéniteurs neuraux réorientés ou non-réorientés vers la différenciation
oligodendrocytaire, et, combiné avec une analyse du transcriptome de cellules uniques,
d’obtenir une description moléculaire détaillée de la réorientation des progéniteurs

oligodendrocytaires apres lésion démyélinisante.

A une échelle plus globale, I'intérét de I'étude de la transdifférenciation des neuroblastes vient
de leur nombre. En effet, en réponse a la démyélinisation, on observe une mobilisation des
PCO parenchymaux et des progéniteurs neuraux de la ZSV, qui remyélinisent les zones
Iésées. Cependant, ces capacités de remyélinisation du cerveau sont limitées, et diminuent
d'une part avec I'age, et d'autre part avec le temps dans le contexte de pathologies
démyélinisantes chroniques (Butt et al., 2022). Ainsi, les PCO parenchymaux acquiérent un
phénotype plus quiescent et réagissent moins positivement aux signaux pro-différenciation,
tandis que les progéniteurs subventriculaires indifférenciés se raréfient. Dans ce contexte, les
neuroblastes, qui sont plus abondants que les CSNa et PI réunis, et dont le nombre est
proportionnellement moins affectés par le vieillissement que les CSN, représentent une
population inexploitée. La stimulation de leur réorientation en oligodendrocytes présente donc
un intérét thérapeutique majeur. El Waly et collaborateurs, en 2018, ont montré qu’une telle
transdifférenciation était possible, en surexprimant conjointement I'Olig2 et Sox10, ouvrant

ainsi la voie a I'identification de cibles thérapeutiques stimulant cette réorientation.

La mobilisation d’'une fraction supplémentaire de progéniteurs neuraux pourrait non seulement
contribuer a la production d’oligodendrocyte, mais aussi au changement de I'environnement
inflammatoire des lésions démyélinisations. En effet, les CSN communiquent avec la

microglie, et sont capables daltérer le sécrétome microglial, qui devient alors plus
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neuroprotecteur. Il serait intéressant d’évaluer par les mémes protocoles leffet de
neuroblastes réorientés sur cette microglie activée. Dans ce contexte, si les neuroblastes
réorientés montraient la méme influence neuroprotectrice sur la microglie que les CSN, alors
la mobilisation d’'une population supplémentaire de progéniteurs neuraux revétrait un intérét

thérapeutique encore supérieur.

miR-342-3p

Pour parvenir a stimuler cette réorientation, la piste que nous avons explorée ici concerne les
acteurs de I'engagement en différenciation neuronale, dont l'inhibition pourrait favoriser la
plasticité des neuroblastes. Nous avons donc évalué des candidats et identifié le miR-342-3p
comme l'un de ces acteurs, qui favorise la différenciation neuronale au détriment de la
différenciation oligodendrocytaire, et dont I'inhibition pourrait donc stimuler la réorientation des

neuroblastes en réponse a une lésion démyélinisante.

D’une part, la construction lentivirale utilisée ici pour I'inhibition du miR-342 peut également
étre utilisée pour tester des interactions de ce miR avec des génes cibles : I'inhibiteur du miR-
342 et le rapporteur mCherry sont situés sous le controle de promoteurs différents, et le
rapporteur mCherry pourrait ainsi étre fusionnée avec une protéine d’intérét pour évaluer
l'inhibition en présence ou non du miR-342. Un criblage pourrait ainsi étre réalisé pour
visualiser directement l'inhibition des cibles prédites par le miR-342 en I'absence de son

inhibiteur.

D’autre part, les effets observés in vitro de l'inhibition du miR-342-3p sur la différenciation
neuronale ou oligodendrocytaire doivent étre évalués in vivo, dans un modele de
remyélinisation tel que le modele LPC. Pour cela, le modéle Dcx-Cre pourrait étre mis a profit,
pour comparer la contribution directe des neuroblastes Dcx+ a la remyélinisation avec ou sans
inhibition du miR-342-3p. Le modeéle LPC appliqué a des souris GAD67-GFP ou DCX-GFP
pourrait également étre combiné a la déplétion de la niche par irradiation, avec le méme timing
utilisé dans notre analyse transcriptomique, pour observer spécifiquement les effets de
linhibition du miR-342-3p sur la contribution des NBi a la régénération de la zone

démyélinisée.

Il peut également étre intéressant de réfléchir a la méthode de délivrance de l'inhibiteur du
miR-342-3p. En effet, les neuroblastes sont contenus dans une niche neurogénique a
'environnement finement régulé, et protégé par la barriere hémato-encéphalique. La petite

taille des miRs et de leurs inhibiteurs peut, en ce sens, étre un avantage : les cellules
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endothéliales qui constituent cette barriere sont en effet plus perméables aux petits ARNs
qu’aux macromolécules (Zhao and Zlokovic, 2017). Il peut également étre envisagé
d’administrer I'inhibiteur par la voie intranasale, non-invasive, et qui facilite le passage de la

barriéere hématoencéphalique (Ahmad et al., 2017).
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Résumé : Potentiel thérapeutique des neuroblastes immatures de la zone sous-ventriculaire
murine adulte

Chez les mammiféres, la production de nouveaux neurones continue a l'age adulte grace a la
persistance de cellules souches neurales (CSN) dans des niches neurogéniques, qui sont capables de
produire les trois types cellulaires du lignage neural : astrocytes, oligodendrocytes et neurones.
Physiologiquement, les CSN de la zone sous-ventriculaire (ZSV) peuvent proliférer pour produire des
neuroblastes qui migrent vers le bulbe olfactif ou ils formeront de nouveaux neurones fonctionnels. Dans
cette these, un modele génétique de souris permettant de suivre les neuroblastes et leur progénie a
permis de caractériser une nouvelle sous-population abondante de progéniteurs neuronaux, les
neuroblastes immatures (NBi), qui présentent des marqueurs de la différentiation neuronale, mais
conservent leurs capacités prolifératives et leur plasticité, contrairement aux neuroblastes matures.
Puis, la combinaison d'une analyse du transcriptome des populations neurogéniques avec le
séquencage ARN des cellules individuelles de la ZSV a permis de mettre en lumiére l'identité et
I'hétérogénéité des différentes populations neurogéniques, fournissant des marqueurs spécifiques a
chacune d'entre elles. Il en ressort un modele alternatif de la neurogenése précisant les étapes de
I'engagement vers un destin neuronal. Dans I'ensemble, ces travaux mettent en lumiere donc une
population de NBi multipotente et abondante, dont la plasticité pourrait étre exploitée en contexte
thérapeutique dans le cadre d'atteintes neurodégénératives.

Par la suite, un micro-ARN régulateur de I'engagement vers le lignage neuronal, le miR-342-3p, a été
identifié. In vitro, le miR-342-p a un effet de levier promouvant la différenciation neuronale et inhibant la
différenciation oligodendrocytaire. A l'inverse, son inhibition inhibe la différenciation neuronale et
favorise la différenciation oligodendrocytaire. Sa modulation dans un cadre thérapeutique pourrait donc
orienter le destin des progéniteurs neuraux pour stimuler la régénération des tissus dans le cadre de
pathologies neurodégénératives ou démyélinisantes.

Mots-clés : neurogenése adulte, oligodendrogenese, micro-ARNS, cellules souches neurales.

Abstract: Therapeutic potential of immature neuroblasts from the adult mouse subventricular

Zzone

In mammals, the production of new neurons throughout adulthood continues through the persistence of
neural stem cells (NSC) in neurogenic niches that are able to produce the three cell types of the neural
lineage: astrocytes, oligodendrocytes, and neurons. Physiologically, NSC from the mouse
subventricular zone (SVZ) can proliferate and produce neuroblasts that migrate towards the olfactory
bulb and produce new, functional neurons. In this thesis, a genetic murine model allowing the tracking
of neuroblasts and their progeny was used to characterize a new abundant sub-population of neural
progenitors, the immature neuroblasts (iNB), that exhibit markers of cells committed to a neuronal fate,
but retain proliferative abilities and multipotence, conversely to mature neuroblasts. Then, a combination
of bulk-transcriptomic analysis of the progenitor populations with large-scale RNA-seq of individual SVZ
cells highlighted the identity and heterogeneity of the neurogenic populations, and provided markers
specific to each of them. This offers an alternative model of neurogenesis detailing the steps of neuronal
fate commitment. Overall, this research highlights a population of abundant, multipotent iNB and offers
an alternative model for the dynamics of neurogenic populations and their commitment to a neuronal
fate whose plasticity could be harnessed in a therapeutic context for the treatment of neurodegenerative
diseases.

Subsequent experiments identified a micro-RNA regulating the commitment to the neuronal lineage,
miR-342-3p. It acted as a switch in vitro, promoting neuronal differentiation and inhibiting
oligodendroglial differentiation. Conversely, inhibition of miR-342-3p resulted in inhibited neuronal
differentiation and favored oligodendroglial differentiation. Its modulation in a therapeutic context might
therefore orient neural progenitors to stimulate tissue regeneration in neurodegenerative or
demyelinating diseases.

Key words: Adult neurogenesis, oligodendrogenesis, micro-RNAs, neural stem cells.



